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RESUMO

Infec¢des invasivas causadas por espécies de Candida estdo associadas a altas
taxas de mortalidade, nas duas ultimas décadas, esses micro-organismos passaram
a apresentar resisténcia aos antifungicos. Nesse contexto, existe o interesse em
encontrar novos compostos que sejam capazes de reverter a sensibidade desses
micro-organismos e tenham efeito sobre fatores de viruléncia. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antifingica dos monoterpenos: linalol, limoneno e
eucaliptol, selecionar o monoterpeno ativo diante de Candida albicans e Candida
nao-albicans, determinar o efeito das associacdes de linalol-antifiungicos e atividade
destas associacdes sobre fatores de viruléncia, bem como determinar a
citotoxicidade destas associacdes. A atividade antifungica dos monoterpenos foi
avaliada pelo teste de microdiluicio em caldo RPMI 1640, determinando a
concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida minima (CFM) diante
de 21 cepas Candida. A CIM dos antifungicos fluconazol, cetoconazol, itraconazol,
terconazol, micafungina e anfotericina B foi determinada e utilizada para verificar o
perfil de susceptibilidade. Apds selecionar o monoterpeno pela menor CIM, foi
determinado o efeito das associagbes com antifungicos pelo método checkerboard,
sendo considerado sinérgico, aditivo ou antagonista pela determinacdo da
concentracgdo inibitoria fracionada indice (CIFi). A acdo do linalol na parede celular
das espécies de Candida foi avaliada pelo método do sorbitol. As associac¢des linalol
com fluconazol, micafungina e anfotericina B foram avaliadas quanto a ac¢ao diante
da formacdo de tubo germinativo (TG) de C. albicans, utilizando meio de inducédo
com soro fetal bovino 25 %, sendo avaliada também quanto a atividade antibiofilme,
guantificacdo da biomassa, com cristal violeta 0,4 %. A citotoxicidade do linalol e
destas associacOes diante de células Vero e L929 pelo método do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). O linalol apresentou atividade diante
de todas as cepas de Candida com CIM variando de 512 a 1024 pug/mL. O limoneno
e 0 eucaliptol apresentaram CIM > 1024 pg/mL para a maioria das cepas. As
associagOes linalol-antifungicos apresentaram em maior parte efeito sinérgico, com
CIFi variando de 0,06 a 0,5. Verificou-se que o linalol ndo age na parede celular de
Candida. As associacdes apresentaram potencial de evitar a formacao de TG de C.
albicans em até 85 %, bem como foram capazes de reduzir a formagao de biofilme e

tiveram acdo sobre biofilme formado com destaque para C. albicans e C.



parapsilosis, apresentando baixa citotoxicidade diante de células Vero e L929. O
linalol isolado e suas associacfes com antifingicos mostraram ser capazes de
reverter a resisténcia a todos os azolicos e micafungina mostrando efeito sinérgico
com todos os antifugicos testados, foi capaz de evitar a formacdo de TG de C.
albicans e de biofilme das cepas testadas, além de combater o biofilme pré-formado.
O estudo apresentou resultados promissores e estudos mais aprofundados de
tecnologia farmacéutica, bem como estudos pré-clinicos e clinicos sdo necessarios

para aplicacdo futura como tratamento antifiingico de infec¢des por Candida.

Palavras-chave: candidas; monoterpeno; sinergismo farmacologico; fatores de

viruléncia; biofilme; antifungicos



ABSTRACT

Invasive infections caused by Candida species are associated with high mortality
rates, over the last two decades, these microorganisms began to show resistance to
antifungal agents. In this context, there is an interest in finding new compounds with
activity that are capable of reversing the sensitivity of these microorganisms and that
have an effect on virulence factors. The objective of this work was to evaluate the
antifungal activity of the monoterpenes: linalool, limonene and eucalyptol, to select
the active monoterpene against Candida albicans and Candida non-albicans, to
determine the effect of linalool-antifungal associations and the activity of these
associations on virulence factors, as well as determining the cytotoxicity of these
associations. The antifungal activity of the monoterpenes was evaluated by the
microdilution test in RPMI 1640 broth, by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) against 21 strains
of C. albicans and C. non-albicans. The MIC of the antifungal agents fluconazole,
ketoconazole, itraconazole, terconazole, micafungin and amphotericin B was
determined and used to verify the susceptibility profile. The monoterpene with the
lowest MIC values was selected for further study. After selecting the active
compound, the effect of the associations was determined by the checkerboard
method, with the selected antifungal agents being considered synergistic, additive or
antagonistic by determining the fractional inhibitory concentration index (FICI). The
action of linalool on the cell wall of Candida species was evaluated using the sorbitol
method. The associations of linalool with fluconazole, micafungin and amphotericin B
were evaluated for action on the formation of germ tube (TG) of C. albicans, using
induction medium with 25% fetal bovine serum, and also evaluated for activity on
biofilm formation and biofilms formed, by the biomass quantification method, with
0.4% crystal violet. The cytotoxicity of linalool and these associations against Vero
and L929 cells was also evaluated by the method of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT). Linalool showed activity against all Candida
strains with MIC ranging from 512 to 1024 pug/mL. Limonene and eucalyptol had MIC
> 1024 pg/mL for most strains. The linalool-antifungal combinations had mostly a
synergistic effect, with FICi ranging from 0.06 to 0.5. It was found that linalool does
not act on the Candida cell wall. The associations had the potential to prevent the
formation of TG of C. albicans by up to 85%, as well as were able to reduce the



formation of biofilm and had action on the formed biofilm, with emphasis on C.
albicans and C. parapsilosis, presenting low cytotoxicity towards of Vero and L929
cells. The isolated linalool and its associations with antifungal agents showed to be
able to reverse the resistance to all azoles and micafungin showing a synergistic
effect with all tested antifungal agents, it was able to prevent the formation of TG of
C. albicans and biofilm of the strains tested, in addition to combat the preformed
biofilm. The study showed promising results and further studies of pharmaceutical
technology as well as preclinical and clinical studies are needed for future application
as an antifungal treatment of Candida infections.

Keywords: candidas; monoterpen; drug synergism; virulence factors; biofilm;

antifungals
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1 INTRODUCAO

Candida é um género de fungos leveduriformes, micro-organismos eucariotos,
gue sdo encontrados na mucosa reprodutiva e gastrointestinal de cerca de 50-70 %
dos individuos saudaveis (PAPPAS et. al, 2018). Diante de fatores determinados,
como sistema imunoldgico deprimido, como em pacientes acometidos de Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), em tratamento com antibiéticos de largo
espectro, em uso de corticoides e terapias hormonais, essas leveduras podem se
tornar agentes causadores de infec¢cdo, denominada de Candidiase (HANI, et. al,
2015; PAPPAS et. al, 2018).

A espécie C. albicans foi descrita como a mais prevalente nas infeccdes
causadas por este género, porém é crescente o numero de relatos de infeccbes
causadas por espécies de C. ndo-albicans (PFALLER et. al, 2010; RODRIGUES et.
al, 2017). Entre as espécies de C. ndo-albicans, a espécie C. glabrata vem sendo
relatada como um dos principais problemas relacionados as infeccdes causadas por
este género, uma vez que passaram a apresentar resisténcia ou sensibilidade
diminuida aos azdlicos e podem apresentar também resisténcia as equinocandinas,
0 que se torna preocupante as infecgdes causadas por esta espécie, uma vez que
apresenta alta incidéncia em adultos, além de serem responsaveis pelas maiores
taxas de mortalidade atribuidas ao género Candida (RODRIGUES et. al, 2017).

Os antifingicos azélicos séo indicados para infec¢cdes causadas por estas
leveduras que sao sensiveis e que causam principalmente candidiase muco cutanea
oral, vaginal, de pele, esofagica e nas unhas, mas também sao indicados para
candidiase invasiva (HANI, et. al, 2015). A classe das equinocandinas € geralmente
indicada para o tratamento de candidiase esofagica e candidiase invasiva, inclusive
no tratamento de candidemia (DENNING, 2003; AKINS, 2005; PERLIN, 2011).
Enquanto que a classe dos polienos, a anfotericihna B é mais utilizada para
tratamento de infeccOes sistémicas, a nistatina é indicada para tratamentos de
infeccdes tdpicas, uma vez que apresenta problemas de absorcdo e alta toxicidade
(HANI et al. 2015; PRASAD, SHAH & RAWAL, 2016).

O desenvolvimento da resisténcia das espécies de Candida aos antifungicos,
com destaque para a resisténcia a classe dos antifungicos azélicos (ARENDRUP &
PATTERSON, 2017), o aparecimento de cepas resistentes a mais de uma classe de

antifingicos (multidroga resistentes), aliado ao pequeno numero de classes de
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agentes antifingicos disponiveis, torna necessario o descobrimento de novos
tratamentos, neste contexto os produtos de origem natural sdo um grande atrativo
na busca do tratamento dessas infec¢cdes (SINGULANI, 2018).

Os monoterpenos sdo compostos de origem natural que apresentam uma
grande diversidade molecular, e sao citados por suas diversas atividades bioldgicas,
como antiviral, antibacteriana, antifangica, antioxidante (BHATTI et al., 2014). Os
monoterpenos linalol, limoneno e eucaliptol vém sendo citados pela atividade anti-
Candida, efeito inibitério sobre a formacéo de tubo germinativo de C. albicans, efeito
de diminuicdo da secre¢do de enzimas hidroliticas, atividade antibiofiime e estudos
de associacdo in vitro com antifingicos (ZORE, et. al, 2011; RAUT et. al, 2013;
KHAN, et. al, 2014; MANOHARAN et. al, 2017; THAKRE, et al., 2017; ALVES, et al.,
2019).

Existe, portanto um interesse crescente nos estudos destes compostos a fim
de determinar sua atividade diante de cepas de Candida resistentes a antifungicos,
sua acao diante de mecanismos de resisténcia, acao potencial sobre fatores de
viruléncia desses micro-organismos, além de entender como funciona o mecanismo
com de acdo destes compostos por métodos simplificados, como a agcdo na parede
celular, pelo método sorbitol.

Estudos relatam a utilizacdo de monoterpenos associados aos agentes
antifingicos diante de espécies de Candida, com foco principalmente na espécie C.
albicans (ZORE et. al, 2011; CARDOSO et. al, 2016), porém os estudos nao relatam
a acdo destas associacOes em fatores de viruléncia e mecanismos de resisténcia
das cepas de Candida, bem como nao indicam a provavel reversdo da sensibilidade
das cepas aos antifungicos.

A resisténcia de diferentes espécies de Candida aos antifungicos de uso
clinico, em especial aos antifiungicos da classe dos azolicos, dificulta o tratamento de
infecgbes causadas por este género. A dificuldade ou auséncia de tratamentos
eficazes levam a um maior periodo de internacdo dos pacientes acometidos com tais
infeccdes, bem como maior chance da infeccéo evoluir para casos de morte. Dessa
forma, a busca por novos compostos com atividade antifingica e que atuem nos
mecanismos de resisténcia e nos principais fatores de viruléncia de Candida,
podendo promover melhora na eficicia do tratamento.

Dessa forma, este estudo se propfe a avaliar a atividade antifiUngica de trés

monoterpenos (linalol, limoneno e eucaliptol) diante de espécies de Candida,
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buscando o monoterpeno ativo dentre estes. Além disso, descreve o efeito da
associacdo do linalol-antifungicos das trés principais classes (azdlicos,
equinocandinas e polienos) e demonstra o efeito dessas associacdes no biofilme
formado e na formacdo de biofilme, atividade sobre a parede celular, promovendo
um estudo comparativo entre cepas de C. albicans e C. ndo-albicans, além de
evidenciar a acdo do linalol e das associagdes sobre do tubo germinativo de C.

albicans.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifangica dos monoterpenos linalol, limoneno e eucaliptol
e da associacao linalol-antifungicos, bem como avaliar a acdo destas associacdes

sobre fatores de viruléncia de espécies de Candida e seus efeitos citotdxicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM), a concentracdo fungicida
minima (CFM) dos monoterpenos linalol, limoneno e eucaliptol, e selecionar
dentre os monoterpenos aquele mais ativo;

e Determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) e a concentracéo fungicida
minima (CFM) do fluconazol, cetoconazol, itraconazol, terconazol,
micafungina e anfotericina B;

e Determinar a susceptibilidade das espécies de Candida a fluconazol,
cetoconazol, itraconazol, anfotericina B, micafungina e nistatina,

e Determinar o efeito das associa¢oes linalol-fluconazol, linalol-cetoconazol,
linalol-itraconazol, linalol-terconazol, linalol-micafungina e linalol-anfotericina
B;

e Determinar a acdo do linalol sobre a parede celular de espécies de Candida —
ensaio do sorbitol;

e Determinar a atividade do linalol e de suas associacbes com fluconazol,
micafungina e anfotericina B sobre a inibicdo do tubo germinativo de C.
albicans;

e Determinar a atividade antibiofiime linalol e das suas associac¢des linalol-
fluconazol, linalol-micafungina e linalol-anfotericina B;

e Determinar o efeito citotdéxico do linalol e de suas associa¢g6es com fluconazol,

micafungina e anfotericina B sobre as linhagens celulares Vero e L929.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GENERO CANDIDA

3.1.1 Consideracdes gerais

Os fungos sao seres vivos que possuem estrutura nuclear organizada e
delimitada por uma membrana e, por essa caracteristica, sdo considerados seres
eucarioticos. Eles possuem uma parede celular externa composta principalmente por
guitina, uma membrana citoplasmatica composta por uma parte lipidica
essencialmente de ergosterol, citoplasma constituinte de inumeras organelas
desempenhando diversas fungdes, como mitocbndrias e ribossomos, nucleo
contendo o material genético organizado e protegido. Podem se apresentar como
seres pluricelulares, a exemplo dos fungos filamentosos (Géneros como: Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium) ou como seres unicelulares, a exemplo dos fungos
leveduriformes (Géneros como: Candida, Saccharomyces, Cryptococcus) (SIDRIM &
ROCHA, 2012).

Dos fungos leveduriformes responsaveis por causar doengas em humanos e,
portanto aqueles que possuem importancia clinica destacam-se as espécies
pertencentes ao género Candida. Apesar de serem descritas cerca de 150 espécies
pertencentes a este género, uma pequena minoria € conhecida por causar infeccdes
em humanos (SILVA et al., 2012).

O género Candida é enquadrado taxonomicamente ao Reino Fungi, Divisdo
Eumycota, Subdivisdo Deuteromycotina, Classe Hemiascomycetes, Ordem
Saccharomycetales, Familia Saccharomycetoceae (HOOG et al., 2019).

Este género apresenta estrutura celular microscépica caracteristica dos seres
vivos do Reino Fungi, incluindo a parede celular de quitina e a membrana
citoplasmatica fosfolipidica constituida por proteinas que agem como enzimas e
ergosterol que funciona como estrutura para a membrana desempenhar suas
funcdes (SIDRIM & ROCHA, 2012; SILVA et al.,, 2012; LV, YAN & JIANG, 2017)
(Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura esquemética da célula de leveduras do género Candida

» Fosfolipidio Ergosterol wer Quitina

B-1.6-glucana N B-1.3-glucana ~  Manana

Fonte: Adaptado de LV, Q., YAN, L., JIANG, Y. The synthesis, regulation, and functions of sterols in
Candida albicans: Well-known but still lots to learn. Virulence, v. 7, n. 6, p. 649-659, 2016.

Em condicbes Otimas de crescimento, com nutrientes especificos e
temperatura ideal, crescem de forma exponencial em forma de blastoconidios
(células que brotam). ApGs coloracdo pela técnica de Gram (Figura 2), as células de
espécies do género Candida se apresentam coradas em violeta escuro
demonstrando os blastoconidios, com brotamentos ou ndo, podem demonstrar o
crescimento filamentoso (hifas/pseudo-hifas) (MODRZEWSKA & KURNATOWSKI,
2013).

Figura 2 — Esfregaco de coldnias de Candida albicans isoladas em Agar Sabourand corado pela

g 334&(,,,},

's‘f“

coloracédo de Gram

Nota: Imagens obtidas através de microscopio Optico binocular (aumento de 100x em 6leo de
imerséo) no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos, da Universidade Federal de
Pernambuco (LFBM - UFPE), cepas do género Candida mantidas no LFBM e utilizadas neste estudo.
Fonte: A autora (2021).
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As espécies C. albicans e C. dubliniensis sdo consideradas polimorficas por
apresentarem transicdo de blastoconidio em hifas/pseudo-hifas. Na identificacdo
laboratorial elas sdo separadas das demais espécies pela presenca de tubo
germinativo, um estagio inicial da formacdo das hifas. J4 a C. glabrata € nédo
polimérfica, uma vez que nao produz hifas/pseudo-hifas crescendo apenas sob a
forma de blastoconidios (SILVA et al.,, 2012; MODRZEWSKA & KURNATOWSKI,
2013).

Microscopicamente as espécies de Candida apresentam tamanho de
blastoconidio variando de 1-8 um de tamanho, destacando que as células de C.
glabrata sao visivelmente menores, com tamanho entre 1 a 4 uym, quando
comparado aos blastoconidios de C. albicans que tém tamanho entre 4 a 6 um, a C.
tropicalis (4 a 8 um) e a C. parapsilosis (2,5 a 4 ym) (SILVA et al.,, 2012;
MODRZEWSKA & KURNATOWSKI, 2013).

As diferentes espécies de Candida, quando semeadas em meios de cultura
como o Agar Batata Dextrose, apresentam-se em forma de colbnias de coloracdo
creme ou amarela (Figura 3A - 3E) e podem apresentar diferentes texturas
dependendo da espécie. Quando semeadas em meio diferencial Chromagar
Candida® é possivel observar modificacdo da coloragdo das coldnias, através da
atividade de enzimas especificas, sendo possivel identificacdo presuntiva de certas

especies (Figura 4).
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Figura 3 — Aspecto de colénias de Candida em meio Agar Batata Dextrose. (A) Candida albicans; (B)

Candida glabrata; (C) Candida parapsilosis; (D) Candida krusei e (E) Candida tropicalis

Nota: Imagens obtidas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos, da
Universidade Federal de Pernambuco (LFBM - UFPE), cepas do género Candida mantidas no LFBM
e utilizadas para obtencédo dos resultados deste estudo. Fonte: A autora (2021).
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Figura 4 — Aspecto e coloracdo de coldnias de diferentes espécies do género Candida em meio

Chromagar Candida®

Legenda: Nota: Imagens obtidas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos, da
Universidade Federal de Pernambuco (LFBM - UFPE), cepas do género Candida mantidas no LFBM
e utilizadas para obten¢&o dos resultados deste estudo Fonte: A autora (2021).

3.1.2 Fatores de viruléncia do género Candida

As espécies do género Candida ndo sdo micro-organismos virulentos, apenas
em condicbes favoraveis do hospedeiro permitem que esses fungos passem de
comensais a patogénicos (MONOD & BORG-VON ZEPELIN, 2002). Para que
consigam colonizar e infectar, causando doencgas, esses Mmicro-organismos se
deparam com determinadas caracteristicas de defesa do hospedeiro, tais como
barreiras mecéanicas (como o tecido epitelial), bioquimicas, fisico-quimicas (como pH
extremos e producdo de muco), presenca de outros micro-organismos e seus
metabdlitos, além a imunidade inata e adquirida (POLKE, HUBEX & JACOBSEN,
2015). Dessa forma, esses micro-organismos desenvolveram mecanismos de
sobrevivéncia bem como estratégias de invasdo no hospedeiro, como forma de
ultrapassar tais barreiras, as quais sdo denominadas de fatores de viruléncia de um
micro-organismo (POULAIN, 2015).

A espécie C. albicans desenvolveu a capacidade de se adaptar a diferentes
sitios humanos, sendo esse um dos principais motivos para que esta espécie seja a

mais frequentemente isolada em infeccGes pelo género, devido principalmente aos
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seus fatores de viruléncia. Nesses sitios as caracteristicas sdo bem diferentes, como
pH, microbiota normal do sitio de infeccdo e a imunidade do sitio do hospedeiro,
convivendo de forma comensal ou causando infeccdo (CALDERONE & CLANCY,
2011; POLKE, HUBEX & JACOBSEN, 2015; STANISZEWSKA, 2020).

Os principais fatores de viruléncia relatados para as espécies de Candida
incluem: secrecdo de enzimas hidroliticas, expressdo de adesinas e invasinas
envolvidas na adesao e invaséao tecidual do hospedeiro, tigmotropismo (capacidade
de identificar locais infectaveis), aquisicdo de nutrientes como aminoacidos e
compostos de carbono e nitrogénio, minerais como ferro, zinco, cobre e manganés,
biossintese de proteinas implicadas no efluxo de mudltiplas drogas, formacédo de
biofilme e morfologia celular (THOMPSON, CARLISLE & KADOSH, 2011; SILVA, et
al., 2012; MAYER, WILSON & HUBE, 2013; POLKE, HUBEX & JACOBSEN, 2015;
LONE & AHMAD, 2019; STANISZEWSKA, 2020) (Figura 4).

A morfologia celular das espécies de Candida é citada com um dos principais
fatores de viruléncia do género, uma vez que as diferentes formas de apresentacéo
celular estédo envolvidas em etapas do processo infeccioso, principalmente na etapa
de invasao das células do hospedeiro. C. albicans é uma espécie polimorfica, ela se
apresenta como células leveduriformes (blastoconideos) e/ou crescimento
filamentoso na forma de hifas verdadeiras e pseudo-hifas. Essa capacidade de
formar hifas e pseudo-hifas esta extremamente relacionada a sua capacidade de
invasdo do tecido hospedeiro, enquanto que a forma de levedura estd mais
associado a adesdo a célula do hospedeiro (SUDBERY, 2011; THOMPSON,
CARLISLE & KADOSH, 2011; MAYER, WILSON & HUBE, 2013; STANISZEWSKA,
2020) (Figura 5).
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Figura 5 — Fatores de viruléncia de espécies de Candida

O Adesao Dimorfismo
’_Qg;_‘w“ o
hospedeir Q - O—
| | | | ]
Invasao
Tigmotropismo
Switching
) <
Branco Opaco
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Fonte: Adaptado de MAYER, F. L.; WILSON, D.; HUBE, B. Candida albicans pathogenicity
mechanisms. Virulence, v. 4, n. 2, p. 119-128, 2013.

Além dessas formas, existe a modificacdo da morfologia de formas
leveduriformes “brancas” para formas alongadas “opacas”, onde as células em forma
de leveduras modificam sua forma pelo fen6meno denominado switching (Figura 4),
gue ocorre quando as células estdo em divisdo por brotamento ou na formacéo de
biofilmes. Além disso, as formas alongadas foram relatadas pela baixa ativacdo de
células imunes do hospedeiro, sendo melhores colonizadoras que a forma
leveduriforme (POLKE, HUBEX & JACOBSEN, 2015; STANISZEWSKA, 2020).

A secrecdo de enzimas hidroliticas, como as fosfolipases e lipases extra- e
intracelulares, envolvidas na invasado do epitélio e penetracdo celular. Dentre as
enzimas hidroliticas biossintetizadas por Candida se destacam as proteases
asparticas segregadas (SAPs), que sdo bem estudadas como fatores de viruléncia
do género, mais especificamente em quatro espécies a C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. dubliniensis. Essas enzimas estdo envolvidas em processos que
destroem, alteram ou danificam a integridade da membrana das células infectadas
levando a sua disfungé@o (SCHALLER, et al., 2005; CAUCHIE, DESMET & LAGROU,
2017; STANISZEWSKA, 2020).
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3.1.3 Epidemiologia

O género Candida spp. € relatado como a terceira causa das septicemias em
geral no mundo (PAPPAS et. al, 2018). Candida albicans continua sendo ao longo
dos anos a espécie mais comumente encontrada nas infec¢cdes causadas pelas
espécies do género Candida spp., correspondendo a 65,3% das infecgbes por este
género ao redor do mundo (PFALLER et. al, 2010; RODRIGUES et. al, 2017), além
dessa espécie, as espécies de Candida ndo-albicans passaram a ser bastante
relatadas nos diagndésticos de candidiase.

O ARTEMIS DISK Global Antifungal Surveillance Study correspondeu a um
estudo que analisou a sensibilidade ao fluconazol e voriconazol, bem como a
ocorréncia das espécies causadoras de infeccbes por Candida spp. obtidas de
diversos sitios de infeccdo de 41 paises dos cinco continentes, entre os anos de
1997 a 2007. Segundo este estudo, foi possivel identificar 31 espécies de Candida
spp. diferentes, sendo que as espécies mais comumente relatadas de Candida nao-
albicans foram a C. glabrata (variando de 10,2 % a 11,7 % ao longos dos anos), C.
tropicalis (variando de 5,4 % a 8,0 %) e C. parapsilosis (variando de 4,8 % a 5,6 %)
ao redor do mundo (PFALLER et. al, 2010).

Ainda segundo este mesmo estudo, as cinco espécies mais comuns de
Candida, que mais se destacaram nos cinco continentes nos 10 anos de estudo,
foram a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei que juntas
representaram 92 % de todos os isolados clinicos. Na América Latina a C. albicans
correspondeu a 51,8 % dos isolados, seguida da C. tropicalis que atingiu 13,2 %, C.
parapsilosis com 10,3 %, C. glabrata com 7,2 % e C. krusei com 1,4 % de
ocorréncia. Apesar da C. albicans ter sido a mais frequentemente isolada ao longo
dos dez anos de estudo, apenas 2,1 e 1,7 % dos isolados na América Latina foi
resistente ao fluconazol e voriconazol respectivamente. Das espécies de Candida
nao-albicans se destacaram as cepas de C. glabrata sendo 15,1 % resistentes ao
fluconazol e 11,3 % resistentes ao voriconazol e as cepas de C. krusei apresentaram
resisténcia de 66,8 % ao fluconazol e 14,0 % ao voriconazol (PFALLER et. al, 2010).

Um estudo mais recente publicou em 2016 os resultados do SENTRY
Antifungal Surveillance Program, que analisou 1.846 espécies de fungos coletados
no ano de 2013 como parte da vigilancia global, sendo que dessas 1.470 cepas

corresponderam a espécies de Candida spp. As espécies isoladas deste género
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foram: C. albicans (712), seguida por C. glabrata (251), C. parapsilosis (215), C.
tropicalis (155), C. krusei (49), C. dubliniensis (32), entre outras espécies este
género. Quanto ao perfil de resisténcia dessas cepas se destacaram a C. glabrata
onde 2,4 % foram resistentes a anidulafungina e 12,0 % foram resistentes ao
fluconazol, bem como a C. tropicalis que apresentou 11,6 % de resisténcia ao
fluconazol e 1,3 % a anidulafungina, sendo que as cepas de C. albicans nao
apresentaram resisténcia a anidulafungina e apresentaram 0,4 % de resisténcia ao
fluconazol (CASTANHEIRA et al., 2016).

Neste contexto, existe uma crescente preocupacdo quanto as espécies de
Candida né&o-albicans, que apesar de serem menos isoladas quando comparadas a
C. albicans, apresentam importantes perfis de resisténcia aos antifungicos
disponiveis para tratamento. A C. glabrata vem sendo relatada como um dos
principais problemas relacionados as infec¢des causadas por este género, uma vez
gue possui resisténcia aumentada ao fluconazol, tem alta incidéncia em adultos,
além de apresentar maiores taxas de mortalidade associadas, quando comparada
as demais espécies (RODRIGUES et. al, 2017). Um patdgeno emergente, a C. auris
tornou-se recentemente um problema, pela expressiva resisténcia aos agentes
antifingicos como a resisténcia ao fluconazol em 93 % dos pacientes; a anfotericina
B em 35 % e em 7 % resistente as equinocandinas (PAPPAS et. al, 2018).

3.2 CANDIDIASE

Os micro-organismos do género Candida sdao encontrados convivendo de
forma comensal colonizando a microbiota regular das mucosas oral, trato
gastrointestinal e geniturinario em cerca de 50-70 % individuos saudaveis (HANI et
al. 2015; FIDEL et al., 1999; COLE et al.,1996). A colonizacdo permite que ambos
tenham certas vantagens. Dessa forma ao colonizar o ser humano as espécies de
Candida conseguem seus nutrientes necessarios para sobrevivéncia e em
contrapartida limitam o crescimento de outros fungos oportunistas, equilibrando a
microbiota e promovendo a resposta imunoldgica (PERLROTH J., CHOI B. e
SPELLBERG B., 2007; MARTINS et al., 2014).

Em contrapartida esses micro-organismos podem se tornar patogénicos
dependendo de alguns fatores relacionados principalmente ao estado imunolégico

dos individuos, levando a uma infeccdo oportunista. Dentre os fatores que
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colaboram para as infec¢cbes causadas por Candida podem ser elencados
(PERLROTH J., CHOI B. & SPELLBERG B., 2007, VAZQUEZ-GONZALEZ, et al.,
2013; MARTINS et al., 2014; HANI et al. 2015; PAPPAS et al. 2018; GONZALEZ-
LARA e OSTROSKY-ZEICHNER, 2020):

a. Individuos imunossuprimidos (pacientes acometidos por AIDS, pacientes em
uso de imunossupressores; cancer e diabetes);

b. Utilizagdo de antibidticos de amplo espectro para tratamento e utilizacdo
preventiva, desequilibrando a microbiota;

c. Procedimentos cirurgicos invasivos, uso prolongado de cateteres e
hospitalizagéo prolongada;

d. Cirurgias de transplantes;

e. Velhice, gravidez e criancas de nascimento prematuro;

f. Reposicdo hormonal e uso de hormdnios esteroides.

De acordo com Knoke e Bernhardt (2006) a primeira vez que 0 género
Candida foi reconhecido como patégeno humano foi em 1839 por Bernhard von
Langenbeck, quando a espécie C. albicans foi isolada de uma infeccao oral de um
paciente acometido por tifo.

Comumente nestas condi¢Bes, esses micro-organismos se tornam patdogenos
humanos e causam infec¢cdes que sdo denominadas de Candidiase. Candidiase é
um termo usado amplamente para denominar infec¢cdes causadas por fungos do
género Candida sejam elas mucocutaneas ou superficiais, bem como infeccbes
invasivas de 6rgaos profundos ou sangue (candidemia) (RUPING et al., 2008; SILVA
et al.,, 2012; HANI et al. 2015; PAPPAS et al. 2018; GONZALEZ-LARA e
OSTROSKY-ZEICHNER, 2020). Porém segundo Martins e colaboradores (2014),
nas ultimas décadas vém sendo identificados casos de candidiase em individuos
saudaveis e que nao estao enquadrados nestes fatores predisponentes.

A candidiase muco cutédnea ou superficial acomete pele, cabelos, unhas e
membranas mucosas. Em destaque estdo: a candidiase oral, que pode ser intraoral,
faringea e perioral, pelo estagio aguda ou crénica e acometem individuos com AIDS,
idosos com préteses dentarias e fumantes (VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013;
HELLSTEIN e MAREK, 2019). A candidiase vulvovaginal recorrente, que acomete

cerca de 50 % das mulheres e pode atingir bebés do sexo feminino neonatas; a
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candidiase postular afeta usuarios de drogas, mas que também pode ocorrer em
pacientes hospitalizados e/ou imunossuprimidos, acometendo a pele e o couro
cabeludo (VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013; LINES, VARDI-FLYNN e SEARLE,
2020). A onicomicose que atinge as unhas e pode ser provocado também por outros
géneros de fungos, acomete em geral pacientes com AIDS, diabéticos, ou
provocado por traumas ocorridos em manicures (CAMBUIM et al.,, 2011;
VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013).

As infeccdes invasivas causadas por Candida se refere as infeccdes
causadas por este género que podem atingir o sangue, sendo a infeccao
denominada de Candidemia, ou atingir outros 6rgaos e/ou tecidos profundos, como
0 estdmago (peritonite, abscesso intra-abdominal), ossos (osteomielite), olhos,
cérebro, coracédo, rim, figado e pulmdes (pneumonia). Essas infec¢cdes de 6rgaos
profundos estdo mais frequentemente associadas a candidemia, porém a exemplo
da peritonite podem aparecer associados ou ndo a esta condicdo (KULLBERG e
ARENDRUP, 2015; DERMAWAN et al., 2018; PAPPAS et al., 2018; GONZALEZ-
LARA e OSTROSKY-ZEICHNER, 2020).

Relatos recentes indicam a associacdo do desenvolvimento de candidiase
invasiva em pacientes acometidos pela COVID-19 (coronavirus disease), doenca
causada pelo virus Sars-Cov-2 (AL-HATMI et al., 2021), sendo relatadas como
agentes causadoras das candidemias em pacientes, as espécies C. albicans e C.
glabrata (LANSBURY et al., 2020).

A figura 6 apresenta esquematicamente a patogénese da candidiase invasiva
gue acontece de forma enddgena, onde o paciente adquire a infeccdo através da
translocacdo de uma cepa presente na microbiota regular de um sitio anatémico
proprio. Esse tipo de candidiase pode acontecer ap6s uma laparatomia ou
extravazamento do fluido anastomético, causando peritonite e/ou candidemia.

As cepas colonizadoras podem invadir o tecido apés adeséo inicial também
de forma enddgena, dependendo das condi¢des do paciente e das caracteristicas da
espécie, e disseminar-se pela corrente sanguinea. Na sua forma exégena, pode ser
veiculada pela utilizacdo de cateteres venosos desencadeando a formacédo de
biofilme nestes instrumentos, levando também a candidemia (KULLBERG &
ARENDRUP, 2015; PAPPAS et al., 2018; GONZALEZ-LARA e OSTROSKY-
ZEICHNER, 2020).
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Figura 6 — Patogénese da candidiase invasiva. a. Procedimento cirlrgico intestinal, causando
translocacao para a cavidade abdominal e/ou disseminacdo endovascular; b. Colonizacdo no tecido

seguida de c. Invaséo do tecido e disseminacdo endovascular causando candidemia

Fonte: Adaptado de Pappas, P.G., Lionakis, M.S., Arendrup, M.C., Ostrosky-Zeichner, L., Kullberg,
B.J. Invasive candidiasis. Nature Reviews Disease Primers, v. 4, p. 18026, 2018.

No Brasil, o género Candida foi relatado como o sétimo agente etiolégico
causador das infeccbes sanguineas, sendo C. albicans (34,3 %) a espécie mais
prevalente dessas infecgbes, seguida pela C. parapsilosis (24,1 %), C. tropicalis
(15,3 %) e C. glabrata (10,2 %), com uma taxa de mortalidade de 72,2 % (DOI et al.,
2016).

3.3 TERAPIAS ANTIFUNGICAS

3.3.1 Inibidores da biossintese do ergosterol fungico e farmacos que interagem

com o ergosterol

Os antifungicos da classe dos azdlicos, a classe das alilaminas e a classes
das morfolinas possuem como mecanismo de acado geral a inibicdo da sintese de
ergosterol, modificando apenas o receptor especifico de acao de cada classe, porém
para uma mesma finalidade. Na classe dos polienos estdo contidos os farmacos que
interagem com o ergosterol da membrana plasmatica dos fungos de forma a
modificar sua estrutura e causar o efeito antifingico (PRASAD, SHAH & RAWAL,
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2016; RODRIGUES, 2018; NOCUA-BAEZ et al., 2020).

A molécula do ergosterol desempenha o papel de estruturar a membrana
plasmatica dos fungos de maneira que a mesma desempenhe suas fungcdes para a
sobrevivéncia, como o equilibrio osmético e ibnico, pressdes oxidativas (LV, YAN &
JIANG, 2016; RODRIGUES, 2018). Além disso, outras funcdes dos esterois, como o
ergosterol na membrana plasmética de fungos vém sendo descritas, como 0
envolvimento no desempenho das funcdes das proteinas de membrana (WOLLAM &
ANTEBI 2011), bem como sua a¢édo na morte celular pré-inflamatéria programada de
macroéfagos por cepas de C. albicans (WELLINGTON et al., 2014).

Além de manter a estrutura da membrana plasmética, o ergosterol age como
um sinalizador, em pequenas quantidades esse esterol desperta a célula para dar
inicio do ciclo celular (WHITE, MARR & BOWDEN, 1998).

A rota biolégica da sintese do ergosterol em leveduras compreende 30
enzimas codificadas por diferentes genes especificos (LIU et al., 2019) (Figura 7). As
etapas desta rota de biossintese séo utilizadas como alvo da acdo de agentes
antifngicos, mas pela sua complexidade e o envolvimento de numerosas enzimas
vem sendo interesse para 0 desenvolvimento de novas drogas antifingicas
(RODRIGUES, 2018).



Figura 7 — Esquema da rota da sintese bioldgica de ergosterol em leveduras
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Fonte: Reproducéo de LIU, J.F., XIA, J.J., NIE, K.L., WANG, F., DENG, L. Outline of the biosynthesis
and regulation of ergosterol in yeast. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 35, n. 7,

p. 98, 2019.

3.3.1.1 Antifangicos Azdlicos

A classe dos azdlicos sdo os representantes de antiflingicos que possuem a

maioria das moléculas disponiveis para tratamento de infec¢Bes fungicas e dessa

maneira sdo 0s mais utilizados nas terapias. Esta classe € composta de moléculas

sintéticas que sado caracterizadas por possuirem um anel heterociclico pentagonal,

constituido de carbono, hidrogénio e nitrogénio, denominado de anel azol. De acordo

com o0 numero de nitrogénios contidos neste anel eles sdo divididos em duas

grandes subclasses:

Triazoblicos e

Imidazoélicos

(PFALLER,

MURRAY &

ROSENTHAL, 2014; PRASAD, SHAH & RAWAL, 2016; NOCUA-BAEZ et al., 2020).



39

Na figura 8 € possivel observar a estrutura dos triazélicos que possuem trés
atomos de nitrogénio no anel azol, como os triazélicos de primeira geracdo, o
fluconazol e o itraconazol, e os de segunda geracdo como o0 posaconazol e o

voriconazol (Figura 7).

Figura 8 — Férmula estrutural dos antifungicos triazélicos. (A) Fluconazol e (B) Itraconazol
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Fonte: Adaptado de PRASAD, R.; SHAH, A. H.; RAWAL, M. K. Antifungals: mechanism of action and
drug resistance. Yeast Membrane Transport. Springer, Cham, p. 327-349, 2016.

Os antifungicos imidazdlicos possuem apenas dois nitrogénios no anel azol,
como no cetoconazol (Figura 9), miconazol e clotrimazol. Existe uma diferenca
farmacodindmica importante entre as duas classes, os triazélicos sistémicos s&o
metabolizados mais lentamente e exercem menos efeitos sobre a sintese de esterol
humano (BENNETT, 2011).

Figura 9 — Formula estrutural do antifingico imidazolico cetoconazol

Fonte: Adaptado de PRASAD, R.; SHAH, A. H.; RAWAL, M. K. Antifungals: mechanism of action and
drug resistance. Yeast Membrane Transport. Springer, Cham, p. 327-349, 2016.

Os azodlicos agem inibindo a enzima do citocromo P450 14a-lanosterol
desmetilase que participa de uma das etapas mais importantes da rota da
biossintese de ergosterol nas leveduras e fungos filamentosos (Figura 10). Nas
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espécies do género Candida essa enzima € codificada pelo gene ERG11, sendo
uma das dez enzimas responsaveis pela etapa ultima etapa da rota de conversao de
lanosterol em ergosterol (AKINS, 2005; PRASAD, SHAH e RAWAL, 2016; NOCUA-
BAEZ et al., 2020).

Figura 10 — Esquema de rota da sintese biolégica do ergosterol especificando o caminho inibido

pelos antifungicos azdlicos
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Fonte: Reproducdo de AKINS, R. A. An update on antifungal targets and mechanisms of resistance in
Candida albicans. Medical Mycology, v. 43, n. 4, p. 285-318, 2005.

A enzima 14a-lanosterol desmetilase possui uma por¢cdo heme em seu sitio
ativo, o nitrogénio da molécula dos azdlicos reage com o atomo de ferro contido na
porcdo heme da enzima, inibindo a ativacao do oxigénio que é necessario na reacao
de desmetilacdo do lanosterol em ergosterol pela atividade da enzima. Em
decorréncia do bloqueio na biossintese de ergosterol ocorre acimulo de um esterol
toxico para a membrana celular, denominado de 14-a-metil-3,6-diol, que causa
estresse celular e ndo permite a continuidade do ciclo celular do micro-organismo
(WHITE, MARR & BOWDEN, 1998; SHAPIRO, ROBBINS & COWEN, 2011; HANI et
al. 2015; NOCUA-BAEZ et al., 2020).

Os azolicos atuam também pela inibicdo na transformacdo das células
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leveduriformes de Candida em hifas e/ou pseudo-hifas, que constituem uma dos
principais fatores de viruléncia, sendo a forma invasiva e patogénica mais expressiva
do género (NOCUA-BAEZ et al., 2020).

Estes antifingicos sdo utilizados tanto nas terapias sistémicas, a exemplo dos
triazolicos: Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol, Posaconazol e o imidazodlico
Cetoconazol, como nas terapias antifungicas tépicas, a exemplo Terconazol,
Butaconazol, Miconazol, Clotrimazol, Tioconazol, Sulconazol, Oxiconazol e Econazol
(HANI et al. 2015).

Apesar de apresentarem pouca afinidade pela célula humana (HANI et al.,
2015) alguns efeitos adversos podem ser causados pelos azélicos mais comuns sao
nausea, cefaleia, dor abdominal, prurido e tonturas. Menos comumente, O
cetoconazol, que foi o primeiro antifingico administrado por via oral, pode provocar
toxicidade hepatica fatal e inibicdo da sintese de esteroides, 0 que ndo acontece
com a utilizacdo do fluconazol (RANG et al., 2007; NOCUA-BAEZ et al., 2020).

3.3.1.2 Antifungicos Alilaminas

As alilaminas sdo particularmente Uteis nas infec¢des topicas causadas por
fungos, especialmente os dermatofitos (RANG et al.,, 2007; EL-GOHARY et al.,
2014). Essa classe de farmacos possui em sua estrutura um atomo de nitrogénio
ligado a um carbono que apresenta uma ligacdo dupla vizinha (Figura 11), essa
caracteristica estrutural € denominada de funcéo alilamina, dai deriva o nome desta
classe de antifungicos (BIRNBAUM, 1990).

Esses antifiungicos agem inibindo a biossintese de ergosterol através da
inibicdo da enzima escaleno epoxidase, codificada pelo gene ERG1 (Figura 10). A
enzima escaleno epoxidase é responsavel por converter escaleno em lanosterol,
impedindo a biossintese de ergosterol da membrana. A inibicdo da esqualeno
epoxidase pela terbinafina resulta em o acumulo de esqualeno dentro da célula e um
declinio no contetdo de ergosterol (BIRNBAUM, 1990; AKINS, 2005; SAGATOVA,
2021).

A inibicdo da escaleno epoxidade leva ao acumulo de escaleno nas células e
a deficiéncia de ergosterol, sendo esses eventos 0s responsaveis pelo bloqueio do
crescimento fungico (BIRNBAUM, 1990; RANG et al., 2007; SAGATOVA, 2021).
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Figura 11 — Formula estrutura do antifingico terbinafila. Parte destacada representa a estrutura

comum das alilaminas

Fonte: BIRNBAUM, J. E. Pharmacology of the allylamines. Journal of the American Academy of
Dermatology, v. 23, n. 4, p. 782-785, 1990.

Para as espécies de Candida em especial a C. albicans € relatado que a
forma de hifas/pseudohifas é cerca de dez vezes mais suscetivel a inibicdo por
alilaminas, do que a forma de levedura (BIRNBAUM, 1990).

A resisténcia a esta classe de drogas vem sendo relatada, principalmente
entre os fungos dermatofitos, pela mutacdo do gene ERG1 em cepas de
Trichophyton interdigitale e T. rubrum com altos valores de concentracdo inibitéria
minima (CIM) para terbinafila (RUDRAMURTHY et al., 2018).

Os principais efeitos adversos associados ao uso de terbinafila sdo brandos e
autolimitados, mas podem ocorrer distarbios gastrintestinais, erupcdes cutaneas,

prurido, cefaleia e tonturas (RANG et al., 2007).

3.3.1.3 Antifungicos Polienos

Os polienos sao antifungicos de origem natural, produzidos por bactérias
filamentosas do género Streptomyces e sado caracterizados por possuirem trés
estruturas basicas: Uma cadeira poliénica (de trés a sete ligacbes duplas
conjugadas) e uma cadeia poliol, que juntas forma um anel macrolideo, além de um
anel substituinte micosamina. Dessa forma, as moléculas dos polienos sao
anfipaticas, pois possuem uma porcao hidrofilica (cadeia poliol) e outra hidrofébica
(cadeia poliénica) (RANG et al., 2007; KRISTANC et al. 2019; CAROLUS et al.,
2020).

Os dois principais representantes desta classe sdo a anfotericina B e a
nistatina, que sdo bem semelhantes estruturalmente e diferem entre si apenas pela

posicado dos grupos hidroxila na cadeia poliol e na distribuicdo das duplas ligacdes
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gue compdem a cadeia poliénica (Figura 12).

Enquanto a anfotericina B € mais utilizada para tratamento de infeccOes
sistémicas, a nistatina € mais preferivel para tratamentos de infec¢cdes topicas (HANI
et al. 2015; PRASAD, SHAH & RAWAL, 2016; CAROLUS et al., 2020).

Figura 12 — Férmula estrutural dos antifingicos polienos. (A) Nistatina e (B) Anfotericina B

(A) (B) oH

HO.

Fonte: Adaptado de PRASAD, R.; SHAH, A. H.; RAWAL, M. K. Antifungals: mechanism of action and
drug resistance. Yeast Membrane Transport. Springer, Cham, p. 327-349, 2016.

O principal mecanismo de agédo dos polienos esta definido como a interacao
com o componente majoritario da membrana celular dos fungos, o ergosterol. Essa
interagdo promove a formacdo de poros transmembrana, criando um canal idnico
gue consequentemente causa vazamento e perda de ions intracelulares
(HAMMOUND, 1977; PRASAD, SHAH & RAWAL, 2016; KRISTANC et al. 2019;
CAROLUS et al., 2020).

Os poros transmembranares sdo formados em decorréncia da estrutura
anfipatica caracteristica dos polienos: a cadeia poli€énica que representa a parte
hidrofobica da molécula interage com as moléculas de esterol da membrana,
enquanto que a parte hidrofilica, representada pela cadeia poliol fica no ambiente
aquoso, formando um poro transmembranar, que causa extravazamento do
contetido intracelular, em particular ions monovalentes como K*, Na“ e CI,
resultando em um desequilibrio eletroquimico (COHEN, 2010; SERHAN, et al.,
2014).

A formacéo de poros nas membranas pela interagcdo com o ergosterol dos
fungos depende do potencial bipolar da membrana, da estabilidade dos complexos
polieno-lipidicos e das propriedades fisico-quimicas dos dominios lipidicos
ordenados (EFIMOVA, SCHAGINA & OSTROUMOVA, 2014).

A saida de moléculas depende apenas do tamanho dos poros formados pela
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interagdo do ergosterol com o farmaco. Os poros formados pela anfotericina B tem
tamanho suficiente para deixar extravasar moléculas como glicose, enquanto que os
poros formados pela nistatina podem extravasar moléculas maiores como a
sacarose (KRISTANC et al. 2019) (Figura 13).

Figura 13 — Esquema de formacdo de poros transmembrana pela interacdo da nistatina com o

ergosterol da membrana
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Fonte: Adaptado de KRISTANC, L.; BOZIC, B., JOKHADAR, S. Z.; DOLENC, M. S.; GOMISCEK, G.
The pore-forming action of polyenes: From model membranes to living organisms. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, v. 1861, n. 2, p. 418-430, 2019.

A estrutura da molécula do ergosterol é bastante importante na interacdo com
os polienos e pode estar associado ao fato de a anfotericina B ter afinidade pelo
ergosterol da membrana de fungos e parasitas, e néo ter afinidade com o colesterol
das células de mamiferos (KRISTANC et al. 2019; CAROLUS et al., 2020).

De acordo com Kristanc e colaboradores (2019) existe uma linha de
pesquisadores que acreditam que além da formacédo destes poros na membrana, 0s
polienos podem estar incluidos também com a forte interagdo com ergosterol,
causando um distarbio no processo de endocitose, na regulacdo da funcdo das
proteinas da membrana e na sinalizac&do dos feromonios.

A desvantagem da utilizacdo desta classe de antifungicos estd na toxicidade
elevada, atingindo principalmente rins, coracdo, figado, células sanguineas e a
nefrotoxicidade. Os principais efeitos adversos relatados sdo comprometimento da
filtracdo glomerular e da funcdo hepatica mesmo com a suspensdo do tratamento,
hipocalemia, hipomagnesemia. Além disso, existe a desvantagem de haver baixa

absorcao gastrintestinal o que inviabiliza sua administragéo por via oral, o que torna



45

seu uso limitado mesmo que essa classe tenha um amplo espectro de acéo e
apresenta pouca ocorréncia de resisténcia (RANG et al., 2007; PFALLER et al.,
2012; CAROLUS et al., 2020).

3.3.2 Equinocandinas - Inibidores da parede celular fungica

A primeira equinocandina foi descoberta nos anos 70, elas séo lipopeptideos
de origem natural e biossintetizadas por fungos ascomicotas. Essas moléculas
serviram de protétipos para o desenvolvimento de novas moléculas sintéticas
(DENNING, 2003; EMRI et al., 2013).

As equinocandinas agem por um Unico mecanismo de acao, inibindo a
sintese da parede celular de fungos, através da inibicdo ndo competitiva da enzima
(1,3)-B-D-glucana sintase, essa enzima é responséavel pela sintese do polimero (1,3)-
B-D-glucana, constituinte importante da parede celular, que se ligam covalentemente
ao outro polimero a (1,6)-p-D-glucana, e juntos com a quitina formam uma rede
tridimensional complexa de microfibrilas. A inibicdo da enzima promove inibicdo de
biossintese da parede celular, causando lise e prejuizo a integridade celular (ONISHI
et al., 2000; PERLIN, 2011; EMRI et al., 2013; PRASAD, SHAH & RAWAL, 2016).

Os primeiros representantes desta classe de antifiUngicos usados na terapia e
sintetizados a partir de equinocandinas naturais sdo as moléculas semissintéticas:
caspofungina, micafungina e anidulafungina (Figura 14). Estruturalmente as
equinocandinas sdo hexalipopeptideos ciclicos ligados a uma cadeia lateral acila
graxa e sao diferenciados entre si principalmente pela cadeia alifatica ligada
(PERLIN, 2011).

Esta classe de antifungicos é indicada para o tratamento de candidiase
esofagica e candidiase invasiva, inclusive no tratamento de candidemia. As
equinocandinas ndo apresentam atividade em concentracfes clinicas diante de
Zigomicetos, ja que os fungos pertencentes a este filo ndo apresentam a enzima
alvo das equinocandinas, a (1,3)-p-D-glucana sintase, bem como nao apresentam
atividade diante de Cryptococcus neoformans. Elas ndo tém receptores
compartilhados com células de mamiferos (DENNING, 2003; AKINS, 2005; PERLIN,
2011).
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Figura 14 — Férmula estrutural dos antifiingicos da classe das equinocandinas. (A) Caspofungina; (B)

Micafungina e (C) Anidulafungina

Fonte: Adaptado de AKINS, R. A. An update on antifungal targets and mechanisms of resistance in
Candida albicans. Medical Mycology, v. 43, n. 4, p. 285-318, 2005.

Uma vantagem bem utilizada desta classe € sua eficacia em biofilmes
formados por espécies de Candida. As equinocandinas sdo ativas tanto na
prevencao da formagao de biofilmes, como em biofiimes maduros formados em
dispositivos médicos como cateteres e proteses. A ocorréncia de resisténcia a esta
classe € baixa principalmente em cepas que s&o resistentes a outras classes, ja a
desvantagem das equinocandinas € seu baixo espectro de agdo, tendo uso limitado
a espécies de Candida e Aspergillus (PERLIN, 2011; SWAMINATHAN, KAMAT e
PINTO, 2018; NIVOIX, LEDOUX e HERBRECHT, 2020).

Patil e Majumdar (2017) relataram em um estudo de revisdo que existe um

efeito paradoxal na acdo de equinocandinas bem relatado e demonstrado
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principalmente, em espécies de Candida, em concentracbes de CIM in vitro o
crescimento fungico se apresenta reduzido, ja ao aumentar a concentracdo da droga
€ observado que as células fungicas continuam a crescer, até que as concentracdes
sejam mais elevadas o suficiente para inibir o crescimento novamente.

Os efeitos téxicos associados ao uso de equinocandinas sdo raros de
acontecer bem como raramente é necessario descontinuar o uso por conta de
efeitos causados pelo tratamento com essas drogas, porém ha relatos de
cardiotoxicidade, reagcdes mediadas por histamina, existem casos raros e isolados
de efeitos colaterais hepaticos, como disfuncdo hepatica, hepatite e insuficiéncia
hepética, diarreia, pirexia, trombocitopenia, dor de cabeca. Em especial a
anidulafungina exibiu além da toxicidade cardiaca, toxicidade ocular, disturbios
gastrintestinais, hipercalemia, hipercalcemia, hipernatremia, amilase sanguinea,
creatinina e lipase sanguinea (STOVER, KING & CLEARY, 2014; PATIL &
MAJUMDAR, 2017).

3.3.3 Analogos da pirimidina

A 5-fluorocitocina (5-FC) ou flucitocina (Figura 15) € o representante desta
classe conhecida por sua atividade antifingica e antineoplasica, embora novos
analogos da 5-FC estejam sendo obtidos (WANI, 2017). A 5-FC é um dos agentes
antifangicos mais antigos tendo sido sintetizado em 1957, porém com finalidade de
aplicacdo como um agente antitumoral (BENNETT, 1977; VERMES, GUCHELAAR &
DANKERT, 2000).

A molécula 5-FC é anéaloga da citosina e permeia na célula fangica por meio
da enzima citosina permease e ao entrar na célula é desaminada e convertida
rapidamente em 5-fluorouracil (5-FU), pela a¢do da enzima citosina desaminase
(Figura 14). A molécula 5-FC nao possui atividade antifingica intrinseca, a atividade
de fato é desempenhada pela acdo da molécula 5-FU, que sé € obtida ap6s a
desaminacdao intracelular (POLAK & SCHOLER, 1975; BENNETT, 1977; VERMES,
GUCHELAAR & DANKERT, 2000; PRASAD, SHAH & RAWAL, 2016).
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Figura 15 — Férmula estrutural de (A) Citosina, (B) Flucitosina e (C) 5-Fluorouracil

Fonte: Reproducédo de VERMES, A.; GUCHELAAR, H.-J.; DANKERT, J. Flucytosine: a review of its
pharmacology, clinical indications, pharmacokinetics, toxicity and drug interactions. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, v. 46, n. 2, p. 171-179, 2000.

Segundo Vermes, Guchelaar e Dankert (2000), o 5-FU age nas células
fungicas por duas vias: 1. Pela conversao de 5-FU em trifosfato de 5-fluorouridina
gue ao ser incorporado ao RNA do fungo causa modificagbes na sequéncia de
aminodcidos e inibicdo da sintese de proteinas e/ou 2. Pela conversdo de 5-FU em
monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina que inibe a enzima timidilato sintetase,
impedindo a biossintese de DNA. Dessa forma essa droga s6 funciona em espécies
gue possuem a enzima citosina desaminase, gerando o metabdlito 5-FU
responsavel pela acdo antifungica, tanto que ndo apresenta tal agcdo nas células
humanas, ja que a enzima citosina desaminase ndo esta presente (RANG et al.,
2007).

O metabdlito 5-FU ndo é utilizado diretamente como agente antifungico
devido a sua agao toxica em células de mamiferos, bem como essa molécula néo é
tdo bem captada pelas células fungicas quando comparado a molécula 5-FC. Porém
€ aplicada em terapias antineoplasicas a cerca de 50 anos (VERMES, GUCHELAAR
& DANKERT, 2000; RANG et al., 2007; MAEHARA et al. 2016).

Apesar de possuir um amplo espectro de acdo diante de fungos, como
espécies de leveduras como Candida e Cryptococcus, fungos do género
Phialophora e Cladosporium, além de filamentosos como espécies de Aspergillus,
além disso, essa molécula tem acéo diante de protozoarios como Leishmania. O uso
de 5-FC como monoterapia nas infec¢bes por fungos ndo € indicado pelo rpido
desenvolvimento de resisténcia secundaria, porém sua utilizacdo combinada com a
anfotericina B apesar de ser mais eficaz causa mais efeitos adversos associados ao
tratamento (BENNETT, 1977; SPELLER et. al, 1980; VIVIANI, 1995; VERMES,
GUCHELAAR e DANKERT, 2000).
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Como efeitos toxicos da administracdo de 5-FC sdo bastante relatados a
hepatotoxicidade, depressdo de medula 6ssea (trombocitopenia, neutropenia,
anemia), aléem de disturbios gastrintestinais (VERMES, GUCHELAAR & DANKERT,
2000; RANG et al., 2007; KYRIAKIDIS, et al. 2017). Recentemente em estudo
publicado por Fujii e colaboradores (2019) descreveram anomalias congénitas em
fetos causadas pela administracao de 5-FC em ratos fémeas gravidas.

E possivel verificar na figura 16 um resumo esquematico indicando os

mecanismos de acao das principais classes de drogas antifungicas.



Figura 16 — Mecanismos de a¢éo das principais classes de antifingicos
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Fonte: Adaptado de XIE, J. L., POLVI, E. J., SHEKHAR-Guturja, T., COWEN, L. E. Elucidating drug

resistance in human fungal pathogens. Future microbiology, v. 9, n. 4, p. 523-542, 2014.
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3.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA DO GENERO CANDIDA AOS
ANTIFUNGICOS

3.4.1 Resisténcia aos azoblicos

Os mecanismos atribuidos a resisténcia aos azolicos tanto em C. albicans
como espécies Candida nao-albicans estdo bem definidos e estdo associados
principalmente a expressao aumentada da bomba de efluxo de drogas, a maior
expressdo e modificagdo na estrutura de sitios alvos, além da formacgé&o de biofilme.
Esses mecanismos podem ocorrer isolados ou em conjunto, sendo que a expressao
aumentada da bomba de efluxo de drogas é relatada como a causa primaria da
resisténcia aos azolicos em espécies de Candida. A expressao da bomba de efluxo
resulta na baixa concentracdo do agente antifingico no interior da célula fungica,
conferindo resisténcia a essas drogas (SANGLARD et al., 1995; BULOTOVA &
DARWISH, 2008; PERLIN, RAUTEMAA-RICHARDSON & ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017; BHATTACHARYA, SAE-TIA e FRIES, 2020; BERMAN e
KRYSAN, 2020).

Para as espécies de Candida sdo relatadas duas grandes familias de
dominios proteicos transmembrana que funcionam como bombas de efluxo de
drogas. Uma delas é a superfamilia MFS — Major facilitador superfamily, porém a
mais estudada é a superfamilia dos transportadores ABC - ATP-binding cassete
transporters, ambas utilizam diferentes fontes de energia para seu funcionamento
efetivo no efluxo de drogas do meio intracelular para o meio extracelular de espécies
de Candida e sua expressao garante resisténcia a determinadas drogas (CANNON
et al., 2009).

Outro importante mecanismo de resisténcia a esta classe de drogas ocorre
pela expressdo aumentada do gene ERG11 que participa na regulacdo da sintese de
ergosterol. O gene ERGI11 codifica a enzima alvo dos antifungicos azolicos, a
lanosterol 14a-desmetilase, ao entrar em contato com o antifingico a deplecao do
ergosterol faz com que o micro-organismo regule de forma positiva o0 gene ERG11
aumentando a presenca de sitios alvo (HENRY, NICKELS & EDLIND, 2000;
KANAFANI & PERFECT, 2008; BHATTACHARYA, SAE-TIA e FRIES, 2020;
BERMAN e KRYSAN, 2020). Henry e colaboradores (2000) relataram que esse

fendbmeno ocorreu apods a exposicdo de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C.
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tropicalis ao tratamento com fluconazol, itraconazol, cetoconazol, miconazol e
clotrimazol, ocorrendo uma regulacéo positiva do gene ERG11.

A modificacdo na estrutura da enzima alvo lanosterol 14a-desmetilase
também é citada como causa da resisténcia aos azolicos. As mutagdes garantiram
modifica¢cdes no sitio alvo a ponto de modificar a afinidade do antifingico azélico a
enzima e dessa forma ndo desempenha mais sua atividade diante de cepas de C.
albicans (SANGLARD et al., 1998; MARICHAL et al.,1999; BHATTACHARYA, SAE-
TIA e FRIES, 2020; BERMAN e KRYSAN, 2020).

A formacao de biofilme pelas espécies de Candida também é citado como um
importante mecanismo para a falta de acdo dos antifingicos azdlicos, sendo um
mecanismo de resisténcia comum também as demais classes de antifingicos, eles
representam um importante desafio para o tratamento de infec¢gbes cronicas sendo
necessario a busca por novos alvos terapéuticos e estratégias de associacdo de
drogas na busca de um mais tratamento efetivo (KOO et al., 2017).

Biofilmes maduros apresentam uma estrutura bem consolidada, com
substancias denominadas de exopolissacarideos (EPS - extracellular polymeric
substance) constituindo uma matriz extracelular forte que promove a ligacdo das
células a uma superficie, ligacdo entre células e agregacdo arquitetada. Para as
espécies de Candida essa matriz é constituida em geral de carboidratos, proteinas,
hexosamina, fosforo e acido urdnico. Sejam esses biofilmes de um mesmo micro-
organismo ou de dois ou mais desses, essa matriz é responsavel por manter uma
barreira mecanica estavel e também proteger os micro-organismos de as drogas
antimicrobianas e, portanto desempenham papel na resisténcia a essas drogas (AL-
FATTANI & DOUGLAS, 2006; FLEMMING & WINGENDER, 2010; KOO et al., 2017;
PERLIN, RAUTEMAA-RICHARDSON & ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017; PEREIRA
et al., 2021).

3.4.2 Resisténcia as equinocandinas

A resisténcia aos antifungicos da classe das Equinocandinas (ex.
micafungina, caspofungina) ainda é bastante incomum entre as espécies de
Candida. Essa resisténcia incomum parece estar envolvida com a mutagéo do gene
FKS, através da substituicdo de aminoacidos em duas regides hot spot de Fksl para
todas as espécies de Candida e Fks2 em C. glabrata (PARK et al. 2005; BALASHOV
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et al. 2006; PERLIN, 2011; PERLIN, RAUTEMAA-RICHARDSON & ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017; KORDALEWSKA et al., 2018; PRISTOV & GHANNOUM, 2019;
BHATTACHARYA, SAE-TIA e FRIES, 2020; BERMAN e KRYSAN, 2020). Essas
mutacdes se manifestam pelo aumento das concentra¢gdes inibitérias minimas das
cepas de Candida e consequentemente na falha no tratamento.

O gene FKS codifica a enzima 1,3-B-glucana sintetase, que € o alvo de acdo
das equinocandinas e € responsavel pela sintese de 1,3-B-glucana, um componente
importante da parede celular das espécies de Candida (PERLIN, RAUTEMAA-
RICHARDSON, ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Essa mutacdo do gene FKS em espécies de Candida pode estar relacionada
ao estresse provocado pela exposicdo prolongada, exposicdo repetidas vezes a
drogas desta classe, ou o conjunto desses dois fatores. Porém estdo também
relacionadas ao polimorfismo natural de certas espécies de Candida, como é o caso
da C. parapsilosis e da C. guilliermondii, caracterizada pelos valores de
concentracdo inibitéria minima bem mais elevados quando comparado a cepas
susceptiveis a esta classe (PFALLER et al.,, 2010; PERLIN, RAUTEMAA-
RICHARDSON & ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Segundo Niimi e colaboradores (2006), a expressdo de genes codificadores
de bomba de efluxo (CDR1, CDR2, MDR1 e MDR2), que garantem resisténcia aos
azélicos, ndo parecem interferir na susceptibilidade das cepas de Candida as

equinocandinas.

3.4.3 Resisténcia aos polienos

Os polienos (ex. Anfotericina B, Nistatina) agem pela interagdo com o
ergosterol presente na membrana plasmatica das células de Candida spp. formando
poros que ligam o interior da célula com o meio externo e fazem o micro-organismo
perder o seu equilibrio osmaético e 0s nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia.
Mutacdes nos genes ERG2, ERG3, ERG6 e ERG11 parecem estar associados a
resisténcia das espécies de Candida aos polienos, uma vez que ocorre uma
diminuicdo da expressao do alvo de acdo dessas drogas (VANDEPUTTE et al.,
2007; VINCENT et al., 2013; EDDOUZI et al., 2013; PRASAD, SHAH & RAWAL,
2016; BHATTACHARYA, SAE-TIA e FRIES, 2020; BERMAN e KRYSAN, 2020).

Dessa forma, os isolados de Candida que apresentam um teor mais baixo de
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ergosterol tendem a ser resistentes ao polienos, quando comparado com o teor de
ergosterol de cepas susceptiveis a estas drogas (DICK, MERZ & SARAL, 1980),
essa caracteristica pode estar associada a mutacdes dos genes reguladores da
sintese de ergosterol, bem como ao tratamento prévio com antifingicos inibidores da
sintese de ergosterol, como é o caso dos agentes azélicos (VAZQUEZ, et al. 1998;
XIE et al., 2014).

Existe uma correlacdo da resisténcia aos polienos com a resisténcia aos
agentes azdlicos, quando estes se relacionam com as modificagbes nos genes
responsaveis pela sintese de ergosterol (em destaque o ERG3), decréscimo de
ergosterol na membrana e acumulo de ergosterol alternativo (KELLY et al.,1996;
KELLY et al., 1997; EDDOUZI et al., 2013). Existe ainda uma correlacdo da
resisténcia a anfotericina B em biofilmes pré-formados, bem como a falta da
capacidade dessa droga de nao impedir a producdo de biofilme de C. tropicalis
(FERNANDES, SILVA & HENRIQUES, 2015).

Sokol-Anderson, Brajtburg & Medoff (1986) relacionaram também o aumento
da atividade da enzima catalase enddégena mediando a resisténcia a anfotericina
diminuindo a susceptibilidade de cepas de C. albicans.

A figura 17 representa esquema da célula do género Candida com os
principais mecanismos de resisténcia as classes de drogas antifingicas mais

utilizadas na clinica para o tratamento de infec¢des causadas por estas cepas.

Figura 17 — Representacéo esquematica de resisténcia do género Candida as drogas antifingicas
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Fonte: Adaptado de TSCHERNER, M.; SCHWARZMULLER, T.; KUCHLER, K. Pathogenesis and

antifungal drug resistance of the human fungal pathogen Candida glabrata. Pharmaceuticals, v. 4, n.
1, p. 169-186, 2011.
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3.5 TERPENOS

3.5.1 Consideracdes gerais sobre terpenos

Os compostos terpenos, também chamados de compostos isoprendides,
podem ser biossintetizados por plantas, algas, fungos, bactérias, insetos,
organismos marinhos, originando cerca de 30.000 diferentes estruturas, que como
metabdlitos secundarios desempenham funcdes direcionadas e importantes para a
sobrevivéncia destes organismos que os produzem (GERSHENZON & DUDAREVA,
2007; GONZALEZ-BURGOS & GOMEZ-SERRANILLOS, 2012; PEREIRA et al.,
2018).

No tecido vegetal, a biossintese de terpenos, pode ocorrer por duas vias
metabdlicas, que ndo sdo totalmente independentes entre si e produzem o precursor
comum de todas as moléculas de terpenos pirofosfato de isopentil (IPP), também
conhecido como isopreno (Cs) (BANERJEE & SHARKEY, 2014; APROTOSOAIE et
al., 2014; LIAO et al., 2016; PEREIRA et al., 2018):

a) Via classica do acido mevalbnico (MVA), que ocorre nos citoplasma
(Figura 18);
b) Via alternativa do metileritritol fosfato (MPA), que ocorre nos cloroplastos.

Essas duas vias produzem intermediarios que quando condensados formam
0s precursores dos terpenos, uma molécula de pirofosfato de dimetilalil (DMAPP) e
uma ou mais moléculas de IPP, para dar difosfato de geranil (GPP), difosfato de
farnesil (FPP) ou difosfato de geranilgeranil (GGPP). A quantidade de moléculas
condensadas de IPP permite dividir os terpenos em subgrupos: hemiterpenos (uma
unidade com Cs); monoterpenos (duas unidades com Cjp); sesquiterpenos (trés
unidades com C;s); diterpenos (quatro unidades com Cy); triterpenos (seis unidades
com Cgy); tetraterpenos (oito unidades com Cy) e politerpenos (Csn; onde 8 < n <
30.000) (GERSHENZON & CROTEAU, 1993; GONZALEZ-BURGOS & GOMEZ-
SERRANILLOS, 2012).

Novas estratégias para producdo de terpenos vém sendo desenvolvidas ao
longo dos anos, pois a principal forma de obtencdo dessas moléculas, a biossintese

por plantas, resulta em um pequeno rendimento, que muitas vezes nao é suficiente
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para atender a demanda farmacol6gica (MEWALAL, et al., 2017; BIAN, DENG &
LIU, 2017; TETALI, 2019).

Figura 18 — Esquema de rota de biossintese de terpenos pela via classica do acido mevalénico

acetyl-CoA (C2)
ROTA DO
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Isopentenil pirofosfato Dimetilalil
(IPP, Cs) pirofosfato (DMAPP, Cs)
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SESQUITERPENOS — -
Cis pirofosfato (FPP, C1s) 2X . TRITERPENOS
l IPP (Cs) (Ca0) Cao
DITERPENOS Geranilgeranil
Ca pirofosfato (GGPP, Cx) 2X Fitoeno TETRATERPENOS
PP(Cs) (Co) T Cao

|

POLITERPENOS
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Fonte: Adaptado de GERSHENZON, J., CROTEAU, R. Terpenoid biosynthesis: the basic pathway
and formation of monoterpenes, sesquiterpenes, and diterpenes, In: (Vol. 333). CRC Press, Boca
Raton, FL. (1993).

Entre as estratégias para aumento da produtividade estd a producao
biotecnoldgica de terpenos, jA conhecidos ou de novos terpenos, pela expressao
heteréloga de genes que codificam as enzimas terpeno sintases em bactérias, como
espécies de género Streptomyces. Essa expressdo dos genes em um sitio
heter6logo de um micro-organismo permite uma produ¢cdo maior, controlada e mais
rapida uma vez que se multiplicam com facilidade e rapidez (YAMADA et al., 2015).

Dentre as atividades bioldgicas dos terpenos, como Carvacrol, Geraniol,
Eugenol, Timol, Linalol, Eucaliptol, entre outros, podemos citar a potente atividade
antioxidante, atividade neuroprotetora, cardioprotetora, hepatoprotetora, protecao
contra diabetes, nefroprotetora, gastroprotetora, atividade anticancer, antimicrobiana
(GONZALEZ-BURGOS & GOMEZ-SERRANILLOS, 2012; TETALI, 2019;
DEHSHEIKH et. al, 2020).
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Diante deste cenério, os terpenos possuem muitas aplicacbes em diversos
segmentos, gracas a sua diversidade molecular, s&o utilizados como
biocombustiveis que podem substituir ou suplementar o petréleo, na industria
alimenticia, como flavorizantes e odorizantes, além de ser utlizados como
suplementacdo alimentar, com as vitaminas A, E, K; na industria cosmética, como
odorizantes, agentes antioxidantes, protecdo contra danos causados pela radiacéo
UV e também impedindo melanogénese, além da utilizacdo como repetente de
insetos; na industria farmacéutica, a exemplo do antimalérico artemisina e das
terapias com aerossoOis e aromaterapia (MEWALAL, et al., 2017; TETALI, 2019;
DEHSHEIKH et. al, 2020).

Portanto, os terpenos em geral representam moléculas de grande importancia
biologica, farmacolégica e alto valor econdmico ao redor do mundo, ja que em 2017
estima-se que a industria cosmética movimentou cerca de 500 bilhdes de dolares e
o mercado de flavorizantes e fragrancias 30 bilhdes de ddlares, cujos terpenos séo

amplamente empregados (TETALI, 2019).

3.5.2Linalol

O linalol (Nome IUPAC: 3,7-dimetil-octa-1,6-dien-3-ol; Férmula molecular:
C10H180; Peso molecular: 154,25 g/mol) € um alcool terciario monoterpeno aciclico,
formado a partir do octa-1,6-dieno substituido por grupos metil nas posicoes 3 e 7 e
um grupo hidroxila na posicao 3 (API et al., 2015; PEREIRA et al., 2018).

Devido a sua estrutura, pela presenca do grupo hidroxila no carbono 3, o
linalol apresenta propriedades quirais, dando origem a dois enatibmeros: (3S)-(+)-
linalol, também chamado de coriandrol e (3R)-(-)-linalol, conhecido como licareol,
sendo que o linalol € uma mistura racémica dos dois enantibmeros (PEREIRA et al.,
2018) (Figura 19).
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Figura 19 — Estrutura quimica dos dois enatibmeros do linalol

Fonte: APROTOSOAIE, A. C.; HANCIANU, M.; COSTACHE, I. I.; MIRON, A. Linalol: a review on a
key odorant molecule with valuable biological properties. Flavour and Fragrance Journal, v. 29, n. 4,
p. 193-219, 2014.

O linalol € encontrado nos 6leos essenciais de cerca de 200 espécies de
plantas, tanto monocotiledbneas com dicotiledoneas, em especial nas familias
Lamiaceae, Lauraceae e Apiaceae, principalmente nos géneros Lavandula,
Cinnamomum e Coriandrum, nas quais desempenham funcdes como atracédo de
polinizadores naturais de plantas, protecdo das plantas afastando herbivoros,
repelindo mosquitos e protegendo contra formigas e leveduras (APROTOSOAIE et
al., 2014; RAGUSO, 2016; PEREIRA et al., 2018).

As vias de biossintese de terpenos (Via classica do acido mevalbnico e a Via
alternativa do metileritritol fosfato) geram dois intermedidrios comuns de onde
partem a biossintese de linalol, o pirofosfato de isopentenil (IPP) e seu isbmero, o
difosfato de dimetilalil (DMAPP), esses dois compostos sao condensados gerando o
precursor universal do linalol, o difosfato de geranil (GPP) que é o substrato para as
enzimas linalol sintases (S-LIS e R-LIS) (APROTOSOAIE et al., 2014; BANERJEE e
SHARKEY, 2014; LIAO et al., 2016; PEREIRA et al., 2018).

O linalol é encontrado em cerca de 90% dos produtos cosméticos e de
higiene, além de ser adicionado a produtos domésticos como detergentes, produtos
para moveis e ceras, e também é encontrado em alimentos processados e bebidas,
como agente de aroma e sabor (APROTOSOAIE et al., 2014; PEREIRA et al., 2018).
A Organizagdo Mundial de Saude recomenda o limite seguro de ingestdo de 0-0,5
mg/kg quilo de peso/dia de linalol (APROTOSOAIE et al., 2014).

Estudos de toxicidade in vitro e in vivo demonstraram que o linalol por si sé

ndo apresenta efeito alérgico ou de sensibilizacdo da pele, porém ao entrar em
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contato com a atmosfera o linalol oxida rapidamente formando 6xidos de linalol que
S80 0S responsaveis por processos alérgicos e sensibilizacdo da pele, além disso,
estudos demonstram que aplicacédo de uma dose de 250 mg/kg/dia demonstrou uma
penetracdo dérmica de 14,4 % e 100 % de absor¢éo por inalacdo (APROTOSOAIE
et al., 2014; APl et al., 2015; PEREIRA et al., 2018).

Segundo Api e colaboradores (2015) o linalol ndo apresenta genotoxicidade
ou fototoxicidade, bem como nédo apresenta toxicidade inalatéria na dose mais
elevada testada de 63 mg/m? bem como ndo apresenta toxicidade reprodutiva
guando utilizada em doses de até 500 mg/kg/dia. Porém, Singulani e colaboradores
(2018) demonstraram em um estudo existem potenciais genotoxico e embriotdéxico
em zebrafish associados a altas doses de linalol.

No que diz respeito a toxicidade ambiental, existem riscos relatados de
acumulacédo do linalol em agua e em peixes, além de inibicdo de crescimento de
algas (APl et al., 2015; PEREIRA et al., 2018).

Entre as atividades farmacologicas citadas do linalol podem ser citadas
atividade sedativa, atividade anti-inflamatéria e  analgésica, acao
antihipercolesterolemia, atividade antimicrobiana, atividade ansiolitica, atividade
neuroprotetora, atividade larvicida diante de Aedes aegypti, atividade antinociceptiva
e anticonvulsivante, melhora no desenvolvimento cognitivo, potencial
antitumorogénico e modulagcédo do estresse oxidativo (CHO, et al., 2011; JANA et al.,
2014; APROTOSOAIE et al., 2014; XU et al., 2017; SOUTO-MAIOR et al., 2017;
FUJIWARA et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

3.5.2.1 Mecanismo antifangico do Linalol

O linalol esta envolvido na inibicdo da biossintese de &cido meval6nico (CHO,
et al., 2011). Na rota da biossintese do ergosterol por leveduras existem trés
momentos importantes e que estdo citados a seguir em ordem, que sdo: a
biossintese do acido mevalbnico, a biossintese de pirofosfato de farnesil e por fim a
biossintese final da molécula do ergosterol (HE et al., 2017).

O ergosterol é um importante componente da membrana plasmatica de
espécies de Candida e leveduras de outros géneros. Como a rota da biossintese do
ergosterol nas leveduras compreende o envolvimento de numerosas enzimas

codificadas por diferentes genes, ela vem sendo utilizada como alvo nas terapias
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antifingicas, a exemplo dos farmacos azélicos, bem como vem sendo estudada
como protétipo para desenvolvimento de novos farmacos (RODRIGUES, 2018).

Como a molécula do linalol age inibindo a biossintese de acido mevalénico
consequentemente ndo ocorrera a biossintese de ergosterol para constituir a
membrana plasméatica das espécies de Candida, isso faz com que a levedura néao
consiga desenvolver uma membrana plasméatica funcional para o micro-organismo
sobreviver. A inibicdo da biossintese do acido mevaldnico interfere no crescimento
celular e causa modifica¢des estruturais em proteinas (LIAO et al., 2016).

O linalol age diminuindo a expressao da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) redutase, essa enzima é responsavel por catalisar a
conversdo de HMG-CoA em acido mevaldnico, dessa forma existe um bloqueio da
biossintese de ergosterol (CHO, et al., 2011), que consequentemente promove a

desestabilizacdo da membrana plasmética da levedura (Figura 20).

Figura 20 — Esquema proposto do mecanismo de ac¢éo do linalol diante de espécies de Candida
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Fonte: Adaptado de CAMPO, V.L., CARVALHO, |. Estatinas hipolipémicas e novas tendéncias
terapéuticas. Quimica Nova, v. 30, n. 2, p. 425-430, 2007. De acordo com os achados no estudo de
CHO, S.Y., JUN, H.J., LEE, J.H., JIA, Y., KIM, K.H., LEE, S.J., 2011. Linalol reduces the expression of
3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase via sterol regulatory element binding protein-2-and
ubiquitin-dependent mechanisms. FEBS letters 585, 3289-3296.

Além disso, inumeros estudos demonstraram que o linalol promove parada do
ciclo celular, inducdo de apoptose e estresse oxidativo nas células de Candida
(ZORE et al., 2011; MATE et al., 2017; BLASKO, et. al, 2017).
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Candida, MEIOS DE CULTURA, PRESERVACAO DAS CEPAS E
PADRONIZACAO DO INOCULO

Para este estudo foram utilizadas cepas de diferentes espécies de Candida
(Quadro 1) que foram previamente identificadas e estdo preservadas no Laboratorio
de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM), do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Um total de vinte e uma cepas
de Candida, isoladas de amostras clinicas foram utilizadas, sendo oito da espécie
albicans, sete C. glabrata, quatro C. tropicalis, uma C. parapsilosis, uma C. krusei e
uma da American Type Culture Collection (ATCC), Candida glabrata ATCC 90030.

Quadro 1 - Identificacéo das espécies das cepas de Candida

Identificacao Espécie
LFBM C2 Candida albicans
LFBM C3 Candida albicans
LFBM C4 Candida albicans

LFBM 1004 Candida albicans
LFBM Ca Candida albicans
LFBM AM14 Candida albicans
LFBM 08 Candida albicans
LFBM 04a Candida albicans
LFBM 902 Candida tropicalis
LFBM 11530 Candida tropicalis
LFBM 3769 Candida tropicalis
LFBM AMO7 Candida tropicalis

LFBM 10961 Candida krusei
LFBM CP* Candida parapsilosis

LFBM C1 Candida glabrata
LFBM AMO1 Candida glabrata
LFBM Si Candida glabrata
LFBM AM15 Candida glabrata
LFBM AMO06 Candida glabrata
LFBM 04b Candida glabrata

ATCC 90030 Candida glabrata

Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; ATCC — American
Type Culture Collection. Fonte: A autora (2021).
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4.1.1 Cultivo das espécies de Candida em caldo Sabouraund e CHROMagar
Candida™ (BD™)

As espécies de Candida escolhidas para este estudo foram inoculadas
assepticamente em tubos contendo Caldo Sabourand (CS) e incubados a 35 °C por
48 h. Apos este periodo, cada cultura foi semeada em CHROMagar Candida™
(BD™), a fim de obter col6nias isoladas que permitissem a diferenciacdo entre as
espécies de Candida.

O meio CHROMagar Candida™ apresenta em sua composi¢cdo uma selecao
de substratos artificiais (cromogénios), que através de sequéncias de reacdes
enzimaticas especificas liberam compostos coloridos. Este meio € utilizado para
diferenciacao principalmente das espécies: C. albicans que aparecem com colénias
verdes claras ou verde mais escuro; C. tropicalis que se apresentam com coldnias
azuis acinzentadas, azuis esverdeadas ou azuis metalizadas com ou sem halos
violetas e C. krusei mostrando coldnias planas de grande diametro cor-de-rosa a
vermelho claro com bordas esbranquicadas. As demais espécies de Candida spp.,
como C. glabrata, podem aparecer com a coloragcdo creme ou aparecer cor-de-rosa

a lilds variando dos tons mais claro ao escuro.

4.1.2 Preparacdo das culturas de Candida e sua preservagao

A partir dos cultivos em CHROMagar Candida® col6nias isoladas foram
inoculadas em Caldo Batata Dextrose (CBD) e incubadas por 48 h a 35 °C. Em
seguida, estas culturas foram semeadas em frascos de vidro contendo Agar Batata
Dextrose inclinado e incubadas sob as mesmas condigdes.

O crescimento das cepas de Candida foi verificado na superficie da
inclinacdo do ABD e adicionado assepticamente, Oleo mineral (Laborclin®)
esterilizado a fim de cobrir toda a extensdo do crescimento fungico. Os frascos foram
selados com lacre de aluminio e armazenados sob refrigeracdo a 4 °C em caixas

plasticas.
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4.1.3 Padronizac¢ao do inoculo

Os inoculos de Candida foram preparados segundo o documento M27 do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017a).

Partindo de uma cultura de 24 h em ABD, cinco col6nias foram inoculadas em
uma solucéo salina 0,85 % esterilizada, a fim de obter uma suspenséo de turvacéo
correspondente ao tubo 0,5 da escala Mc Farland, o equivalente a cerca de 1,0 x 10°
a 5,0 x 10° UFC/mL. Uma segunda suspensdo foi preparada pela diluicdo da
suspensao inicial em meio RPMI 1640 (sem bicarbonato de sddio e tamponado com
165 mM de acido 4-morfolinopropanosulfénico - MOPS — até pH 7,0) (1:100),
seguida de uma terceira suspensao, cuja diluicdo foi del:20. Dessa forma foi obtida
suspensdo padronizada em 1,0 x 10° a 5,0 x 10® UFC/mL. Na realizacdo do teste de
susceptibilidade aos antifingicos essa suspensao foi diluida de 1:1, obtendo uma
concentracdo final de 0,5 x 10%® a 2,5 x 10° UFC/mL.

Figura 21 — Padronizacdo de inoculo de Candida segundo documento M27 (2017a) do Clinical
Laboratory Standards Institute

Fonte: A autora (2021), baseado em CLSI, 2017a. Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeasts - Fourth Edition. CLSI Standard M27. Clinical Laboratory Standards
Institute, Wayne, Pennsylvania, USA.
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4.1.4 Avaliacdo da susceptibilidade das cepas de Candida aos antifungicos —

Método de difusdo em meio sélido

Para determinar a susceptibilidade das espécies de Candida aos antifungicos,
foi realizado o teste fenotipico qualitativo pelo método descrito por KIRBY e BAUER,
1989. Para tanto foi realizada a padronizacao do inoculo de acordo com a escala de
0,5 Mc Farland, (10° UFC/mL) conforme descrito no item 4.1.3. Este inoculo foi
semeado sobre a superficie do Agar Mueller Hinton (AMH) adicionado de 2% de
glicose, com auxilio de swap estéril, seguindo as recomendac¢des do documento
M44 do CLSI (2018). O semeio foi realizado, de modo que resultasse em um
crescimento confluente. Os discos de antifungicos foram depositados na superficie
do Agar semeado com auxilio de pinca esterilizada. As placas foram incubadas a 35
°C por 48 horas.

Neste teste foram utilizados discos dos seguintes antifungicos: Fluconazol (25
ug), Cetoconazol (50 ug), Anfotericina B (100 pg) e Nistatina (100 U.l.) todos
provenientes do Laboratério Cecon®. Os halos de inibicdo do crescimento em torno
dos discos foram medidos com ajuda de paquimetro digital (Starrett®) e expressos
em milimetros. Para determinar o perfil de susceptibilidade foram utilizados os dados
disponibilizados pelo documento CLSI-M44 (2018), classificando as cepas como
sensiveis, dose dependentes ou resistentes de acordo com o diametro do halo de
inibicdo do crescimento (Tabela 1). Os resultados foram expressos pelo perfil de
susceptibilidade das cepas de Candida ao antifungico, apés medicdo dos halos e

comparacao com os pontos de corte definidos no documento M-44 do CLSI.

Tabela 1 — Concentragcdo dos antifingicos para classificacdo da suscetibilidade das espécies de

Candida - ponto de corte “breakpoint” para o método de difusdo em Agar Clinical Laboratory Standard

Institute
Halos de inibigcdo (mm)
Antifungico/Concentragéo Sensivel Dose- Resistente
dependente
Fluconazol (25 pg) 219 15-18 <14
Cetoconazol (50 ug) > 20 10-20 <10
Anfotericina B (100 pg) >10 <10
Nistatina (100 U.l.) > 10 <10

Legenda: U.l. — Unidades internacionais. Fonte: A autora (2021). Elaborada de acordo com os dados
padronizados pelos documentos CLSI-M44 (2018).
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4.2 MONOTERPENOS E AGENTES ANTIFUNGICOS

Neste estudo foram utilizados os seguintes monoterpenos obtidos da Sigma-
Alderich™: Linalol (97 % - ref. W263508), (R)-(+)-Limoneno (93 % - ref. W263303) e
Eucaliptol (99 % - ref. W246506). Foram utilizados os pos dos antifungicos:
Fluconazol, Cetoconazol, Itraconazol, Terconazol, Anfotericina B e Micafungina e
também foram obtidos junto a Sigma-Alderich™.

Todas as solucbes-teste dos monoterpenos e antifungicos foram preparadas
na concentracao inicial de 4.096 pg/mL. Inicialmente foi preparada uma solugdo-mae
de cada monoterpeno, onde uma aliquota de 1mL foi solubilizada em 1 mL de uma
mistura de etanol/tween 80/agua destilada (0,3/0,1/0,6 mL) e em seguida, diluidos
em agua destilada para obter as solu¢des-teste com concentracdo de 4.096 ug/mL,
levando em consideragéo a densidade de cada monoterpeno

Os antifungicos foram solubilizados inicialmente em dimetilsulfoxido (DMSO),
com excecdo do fluconazol, que foi solubilizado em &gua destilada, conforme o
documento M44 do CLSI (2018), para a concentragao inicial de 4.096 pg/mL. Todas
as solucdes foram esterilizadas por filtracdo, utilizando membrana Millipore® 0,22 pm
(Figura 22).

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-CANDIDA DE MONOTERPENOS E
ANTIFUNGICOS

4.3.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima e concentracéo

fungicida minima

A concentracgdo inibitéria minima (CIM) dos monoterpenos (linalol, limoneno e
eucaliptol) e dos antifungicos (fluconazol, cetoconazol, itraconazol, terconazol,
anfotericina B e micafungina) foi determinada pelo método de microdiluicio em
caldo, preconizado pelo documento M27 do CLSI (CLSI, 2017a). Para isso foram
realizadas diluicdes seriadas dos monoterpenos e dos antifingicos em meio RPMI
1640, a fim de obter concentracdes finais que variaram de 1024 a 0,5 pg/mL para os
monoterpenos, fluconazol, cetoconazol, itraconazol e terconazol e de 64 a 0,03

pug/mL para micafungina e anfotericina B.
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Figura 22 — Esquema de diluicdo seriada para determinagcdo da concentracdo inibitdria minima e

concentragdo fungicida minima

Diluigado seriada 1:2 partindo da solugéo inicial
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Fonte: A autora (2021).

Apés a etapa de preparacdo das diluicdes, 100 pL delas foram distribuidos
nos poc¢os de microplacas de 96 pocos. Em seguida foram inoculados em cada poco
100 uL da suspensdo fungica padronizada em 1x10° a 5x10° a fim de obter
concentracdo final de 0,5 x 10° a 2,5 x 10® UFC/poco. Em uma placa separada,
foram utilizados controle de crescimento (RPMI 1640 + micro-organismo) indicando
crescimento total (100 %), controle do diluente etanol/tween 80/agua destilada
(3,0/1,0/6,0) e um controle de esterilidade do RPMI 1640. As placas foram incubadas
a 35 °C por 48 h, ap6s periodo de incubagdo uma aliquota de 10 pL foi semeada em
placas de ABD, com auxilio de uma pipeta automatica e as placas incubadas sob as
mesmas condicfes. A fim de proceder a contagem de células viaveis e determinar a
CIM bem como a concentracao fungicida minima (CFM) (Figura 23).

A inibicdo do crescimento foi analisada conforme recomendagbes do
documento M27 do CLSI (2017a), avaliando o crescimento em caldo comparado a
um controle de crescimento positivo sem tratamento.

A CIM foi definida como a menor concentracdo dos monoterpenos e
antifingicos que inibiram o crescimento das espécies de Candida em torno de 50 %
guando comparado ao controle sem esses compostos. A CFM foi definida como a
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mais baixa concentracdo dos monoterpenos e antifingicos que inviabilizou mais de

99,9 % do inoculo inicial, ou seja, controle sem esses compostos.

Figura 23 — Esquema de determinagdo de concentracdo inibitdria minima e concentragdo fungicida
minima

Concentracao inibitéria minima

Monoterpenos e antifungicos azdlicos:
Colunas 1a 12-1.024 3 0,5 pg/mL

Micafungina e Anfotericina B:
Colunas 1 a 12 -64 a 0,03 pg/mL

Colunasde1ai12 % 2 i T W S g
e )
100 pL das i ‘e Linhasde AaH:
diferentes I -
concentragées de sl !p 100 pL do inoculo
linalol, limoneno 6u -, £ padronizado em
eucaliptol em i caldo RPMI das
caldo RPMI em d = y . —- d diferentes cepas de
ordem crescente H . Candida testadas
H
: o
\ J
|
= Em placa separada:
Incubacao Controle de crescimento (RPMI 1640 + Candida)
35°C por 48 horas Controle do diluente etanol/tween 80/agua destilada

Controle de esterilidade do RPMI 1640 (sem inoculo)

CIM — menor concentracdo dos monoterpenos e antiftingicos que inibiram o crescimento das
espécies de Candida em torno de 50 % quando comparado ao controle sem esses compostos.

Concentracao fungicida minima

m
i .

popumdda
\
v
|

cIM Semeio de 10 pL de cada poco
em Agar Batata Dextrose —
incubacdo e contagem das
coldnias

CFM — mais baixa concentracdo dos monoterpenos e antiflingicos que inviabilizou mais de
99,9 % do indculo inicial, ou seja, controle sem esses compostos.

Fonte: A autora (2021).
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Conforme os pontos de corte contidos no documento M60 do CLSI (CLSI,
2017b), os resultados da CIM dos antifungicos selecionados foram interpretados e
as cepas foram classificadas como: Sensiveis, Dose-dependentes, Intermediarias ou
Resistentes (Tabela 2). Para os antifUngicos Cetoconazol e Anfotericina B foram
utilizados os padrdes de controle de qualidade encontrados no documento M60 do
CLSI, dessa forma para estes antifungicos as CIMs que apresentaram valor maior
gue o padrao definido de controle qualidade classificou as cepas como resistentes.

Os ensaios foram realizados em triplicata em experimentos independentes.

Tabela 2 — Concentracdo dos antifungicos (ug/mL) para classificacdo da suscetibilidade das espécies

de Candida - ponto de corte “breakpoint” para o0 método de microdiluicao Clinical Laboratory Standard

Institute
Pontos de corte (ug/mL)
Antifangico/Espécie Sensivel  Intermediario Dose- Resistente
dependente
Fluconazol <8 16 - 32 > 32
(C. albicans, C.
parapsilosis, C.
tropicalis)

Fluconazol (C. glabrata) <32 26
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 >1
Micafungina <0,25 0,5 >1

(C. albicans e C. krusei)

Micafungina < 0,06 0,12 20,25

(C. glabrata)

Micafungina <2 4 28
(C. parapisilosis)

Micafungina <0,12 0,5 >1

(C. tropicalis)

Fonte: Elaborada de acordo com os documentos CLSI-M60 (2017) e CLSI-M27 (2002). Nota: O
antifingico terconazol ndo apresenta pontos de cortes “breakpoint” definidos pelos documentos do
CLSI.

4.3.2 Avaliagcdo da atividade anti-Candida da associacdo da Linalol-

antifungicos - Método Checkerboard

Para a avaliacdo da atividade anti-Candida da associacdo da linalol-antifingicos
foram escolhidos o fluconazol, itraconazol, cetoconazol, terconazol, micafungina e
anfotericina B.

Foram selecionadas cepas de C. albicans; C. glabrata, C. parapsilosis, C.

tropicalis e C. krusei, todas com perfil de resisténcia aos azolicos, bem como
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algumas com perfil de resisténcia a micafungina, foram incluidas nesta etapa do
estudo.

A atividade das associacdes linalol-antifungicos foi realizada pelo método do
tabuleiro de xadrez (checkerboard) (LORIAN, 1991), onde diluicbes do linalol e
antifingicos foram realizadas em caldo RPMI 1640, de modo a obter concentracdes
sub-inibitérias que variaram de 1/2 a 1/256 da CIM e de 1/2 a 1/512 da CIM para
linalol e antifingicos, respectivamente.

A partir destas diluicdes, 50 pL de cada concentracdo das drogas foram
transferidos para os pog¢os da microplaca. Os antifungicos foram distribuidos no
sentido da coluna 1 (mais concentrado) a coluna 12 (menos concentrado). O linalol
foi distribuido no sentido da linha H (mais concentrada) a linha A (menos
concentrada). Para cada poco foram pipetados 100 uL das suspensfes fungicas
(10° UFC/poco). As placas foram incubadas por 48 h a 35 °C. A avaliacdo do
crescimento foi realizada conforme descrito no item 4.3.1.

Os dados foram interpretados apds o célculo do indice da Concentracdo

Inibitéria Fracionada (CIFi), conforme a equacgéao 1:

CIFi=CIFA+CIFB

Eq.1
Onde,
CIF A = CIM do linalol em associacdo com antifiingico
CIM do linalol

Eqg. 2

CIF B = CIM do antifingico em associacdo com linalol

CIM do antifungico

Eq. 3

De acordo com os resultados, os efeitos obtidos com as associacdes foram
classificados conforme o indice da Concentrac&o Inibitéria Fracionada (CIFi) obtido,
e considerado sinérgico quando CIFi < 0,5; aditivo quando 0,5 < CIFi < 1; indiferente
qgquando 1 < CIFi < 2, antagonista quando a CIFi = 2. A partir destes dados foi
possivel obter isobologramas que representam o efeito da associacao. A figura 24
apresenta o perfil dos isobologramas dependendo do efeito observado (LORIAN,

2005). Os ensaios foram realizados em duplicata de experimentos independentes.
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Figura 24 - Perfil dos isobologramas com o0s possiveis efeitos das associa¢fes. A (Aditivo), B

(Sinérgico) e C (Antagbnico)

Fonte: LORIAN, V. Antibiotics in Laboratory Medicine. 5. ed. France: Lippincott Williams & Wilkins,
832 p., 2005.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO LINALOL SOBRE A PAREDE CELULAR DE
ESPECIES DE CANDIDA - Ensaio do sorbitol

A atividade do linalol sobre a parede celular das espécies de Candida foi
realizado pelo ensaio do sorbitol descrito por Lima e colaboradores (2013) que se
baseia em adicionar o sorbitol ao meio de cultivo. Este composto serve como um
protetor osmotico, protegendo a parede celular de moléculas que a desestrutura
(LIMA et al., 2013).

Dessa forma, a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do linalol foi
determinada sobre as espécies de Candida (n=21) conforme descrito no item 4.3.1.

Para a determinacao da CIM e concentracdo fungicida minima (CFM), foram
utilizadas concentracfes de linalol que variaram de 8.192 a 256 pg/mL, meio RPMI
1640 suplementado com uma solugcdo de 0,8 M de sorbitol (Dindmica®), ambos
esterilizados por filtracdo e o meio RPMI 1640 sem suplementacdo de sorbitol
(controle negativo). O antifingico micafungina, pertencente a classe da
equinocandinas e conhecido por agir sobre a parede celular fungica, foi utilizado
como controle positivo da desestruturacdo da parede celular de espécies de
Candida.

A leitura da CIM e CFM foi realizada apos 48 horas de incubacéo a 35 °C. O
aumento da CIM do linalol ou da micafungina na presenca de 0,8 M sorbitol no meio
RPMI 1640, comparada a CIM destes compostos na auséncia de sorbitol no meio de

cultivo, indica que o sorbitol agiu como protetor osmético e que consequentemente a
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molécula teste age promovendo acdo na parede celular das cepas de Candida.
Os testes foram realizados em triplicata de experimentos independentes e 0s

resultados obtidos foram expressos em pg/mL.

4.5 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DO LINALOL E DE SUAS ASSOCIAGCOES
COM ANTIFUNGICOS SOBRE FATORES DE VIRULENCIA DE CANDIDA

4.5.1 Avaliagdo da inibicdo da formacdo de tubo germinativo de Candida

albicans

A fim de avaliar a atividade do linalol em inibir a formacéo de tubo germinativo
foram selecionadas quatro cepas de C. albicans (LFBM C2, LFBM C3, LFBM Ca* e
LFBM AM14), que apresentaram altas CIM dos antifungicos azélicos.

Para este estudo foram utilizados o linalol, fluconazol, micafungina e
anfotericina B em suas concentracdes inibitdrias minimas (CIM) e nas concentracdes
inibitorias fracionadas (CIF), ou seja, suas concentracdes sub-inibitérias quando em
associacao; CIF linalol quando associado ao fluconazol ou a micafungina ou a
anfotericina B e CIF do fluconazol, micafungina ou anfotericina B quando associado
ao linalol. As concentracbes avaliadas destes compostos e de suas associacfes

estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Linalol, antifingicos e suas concentracdes utilizadas na avaliagéo da inibicdo do tubo germinativo de Candida albicans

Candida Compostos Concentracgéo final Candida Compostos Concentracao final
albicans (ng/mL) albicans (ng/mL)
LFBM C2 Linalol - CIM 1024 LFBM C3 Linalol - CIM 1024
Fluconazol - CIM 1024 Fluconazol - CIM 1024
Fluconazol - CIF 2 Fluconazol - CIF 2
Linalol — CIF 512 Linalol — CIF 256
Micafungina - CIM 0,03 Micafungina - CIM 0,03
Micafungina - CIF 0,004 Micafungina - CIF 0,004
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32
Anfotericina B — CIM 0,25 Anfotericina B — CIM 0,25
Anfotericina B - CIF 0,125 Anfotericina B - CIF 0,125
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32
LFBM Ca* Linalol - CIM 1024 LFBM AM14 Linalol - CIM 1024
Fluconazol - CIM 1024 Fluconazol - CIM 1024
Fluconazol - CIF 2 Fluconazol - CIF 4
Linalol — CIF 128 Linalol — CIF 512
Micafungina - CIM 0,03 Micafungina - CIM 0,03
Micafungina - CIF 0,004 Micafungina - CIF 0,004
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32
Anfotericina B — CIM 0,25 Anfotericina B — CIM 0,5
Anfotericina B - CIF 0,0625 Anfotericina B - CIF 0,125
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32
CONTROLE DO DILUENTE DAS AMOSTRAS Concentracao (mL)
Etanol/Tween80/Agua destilada 0,03/0,01/q.s.p 10 mL

Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; CIM — Concentracdo inibitéria minima; CIF — Concentracao inibitoria
fracionada. Fonte: A autora (2021).
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A avaliacdo da formacéo e inibicdo do tubo germinativo foi realizada de
acordo com metodologia descrita por Zore e colaboradores (2011) com algumas
modificacbes. Para inducdo da formacédo do tubo germinativo de C. albicans foi
utilizado o meio composto por soro fetal bovino a 25 % em tampéo fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,0) que foi esterilizado sob membrana Millipore® de porosidade
0,22 pm.

Inicialmente foram preparadas as solu¢cdes dos compostos e de suas
associacOes em meio de indugao duas vezes mais concentrado, de forma a obter ao
final, as concentracbes descritas na tabela 3. Uma aliquota de 100 pyL de cada
solucéo desses compostos foi pipetada nos pocos das placas de microdiluicdo de 96
pocos, e em seguida foi adicionado 100 pL do inoculo padronizado em 1,0 x 10° a
5,0 x 10° UFC/mL.

Para a preparacao deste inoculo, as cepas de C. albicans foram cultivadas
por 24 h em caldo YPD (extrato de levedura, peptona e glicose). Desta cultura foram
pipetados 50 pL e inoculados em 2,5 mL do meio de inducéo, a fim de obter uma
turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland, o correspondente a
1,0 x 10° a 5,0 x 10° UFC/mL. Esta suspenséo foi diluida 1:1000 obtendo assim, uma
suspens&o contendo 1,0 x 10° a 5,0 x 10° UFC/mL.

As placas foram incubadas a 37 °C por 90 minutos. Uma aliquota de 5 pL de
cada tratamento foi adicionada em camara de Neubauer e realizada a enumeracao
dos tubos germinativos formados (Figura 25) em microscépio Optico binocular no
aumento de 400X. Um controle positivo do crescimento foi adicionado composto

apenas pelo meio de inducéo e o inoculo foi inserido nessa avaliacéo.

Figura 25 — Aspecto de tubo germinativo formado por Candida albicans LFBM AM14

Fonte: A autora (2021).
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A enumeracdo foi realizada nas células que apresentaram formacéo de tubo
germinativo presente nos quatro quadrantes maiores da Camera de Neubauer. Os
experimentos foram realizados em triplicata de testes independentes e expressos
pela média e desvio padrdo da porcentagem de inibicdo do tubo germinativo
calculados no software Excel. Os resultados foram submetidos a andlise estatistica,
pela aplicacdo do teste t, fazendo analise de variancia dos resultados e avaliando a
diferenca estatistica entre os tratamentos, sendo considerada diferenca estatistica

guando p valor foi menor que 0,05.

4.5.2 Avaliagdo da atividade antibiofilme do linalol e de suas associagdes com

antifungicos

A avaliacdo da atividade do linalol e de suas associagbes com antifungicos
sobre os biofilmes formados pelas cepas de Candida selecionadas para esta etapa
do estudo foi realizada por duas metodologias com objetivos distintos. A primeira
teve por objetivo verificar a inibicdo da formacao dos biofilmes e a segunda verificar
a atividade antibiofilme das espécies de Candida.

Para essa avaliacdo foram selecionadas 5 (cinco) espécies de Candida, bem
como incluindo todas as espécies diferentes de Candida (C. albicans LFBM AM14,
C. glabrata LFBM 04b, C. tropicalis LFBM 3769, C. parapsilosis LFBM CP*, C. krusei
LFBM 10961) e Candida glabrata ATCC 90030.

O linalol e suas associagbes foram avaliados em concentracdes sub-
inibitérias (CIF) as quais apresentaram em associacdo, um sinergismo capaz de
reverter a sensibilidade das espécies de Candida aos antifungicos. As

concentragcdes que foram avaliadas estao apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4 — Candidas, linalol, antifingicos e concentra¢des das amostras avaliadas na avaliacdo da atividade antibiofilme

Candida Compostos-testes Concentracdo | Candida Compostos-testes Concentracéo Candida Compostos-testes Concentragéo
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LFBM Linalol - CIM 1024 LFBM Linalol - CIM 512 LFBM Linalol - CIM 1024
AM14 04B 3769
Fluconazol - CIM 1024 Fluconazol - CIM 1024 Fluconazol - CIM 1024
Candida Fluconazol - CIF 4 Candida Fluconazol - CIF 2 Candida Fluconazol - CIF 2
albicans . glabrata . tropicalis .
Linalol — CIF 512 Linalol — CIF 256 Linalol — CIF 512
Micafungina - CIM 0,03 Micafungina - CIM 1 Micafungina - CIM 0,25
Micafungina - CIF 0,004 Micafungina - CIF 0,25 Micafungina - CIF 0,03
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32
Anfotericina B — CIM 0,5 Anfotericina B — CIM 0,5 Anfotericina B — CIM 0,5
Anfotericina B - CIF 0,125 Anfotericina B - CIF 0,0625 Anfotericina B - CIF 0,125
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32
ATCC Linalol - CIM 512 LFBM Linalol - CIM 1024 LFBM Linalol - CIM 512
90030 10961 Cp*
Fluconazol - CIM 32 Fluconazol - CIM 1024 Fluconazol - CIM 1024
Candida Fluconazol - CIF 1 Candida Fluconazol - CIF 2 Candida Fluconazol - CIF 2
glabrata . krusei . parapsilosis .
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 256 Linalol — CIF 256
Micafungina - CIM 0,03 Micafungina - CIM 0,03 Micafungina - CIM 1
Micafungina - CIF 0,015 Micafungina - CIF 0,004 Micafungina - CIF 0,25
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 32
Anfotericina B — CIM 0,25 Anfotericina B — CIM 0,5 Anfotericina B — CIM 0,25
Anfotericina B - CIF 0,0625 Anfotericina B - CIF 0,25 Anfotericina B - CIF 0,0625
Linalol — CIF 32 Linalol — CIF 512 Linalol — CIF 32
CONTROLE DO DILUENTE DAS AMOSTRAS Concentracéo (mL)
0,03/0,01/g.s.p 10 mL

Etanol/Tween80/Agua
Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; CIM — Concentracdo inibitéria minima; CIF — Concentracao inibitoria

fracionada. Fonte: A autora (2021).
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4.5.2.1 Formagao e quantificacdo do biofilme

Para avaliar a capacidade de formacdo do biofilme pelas espécies de
Candida: C. albicans LFBM AM14, C. glabrata LFBM 04B, C. glabrata ATCC 90030,
C. parapsilosis LFBM CP*, C. tropicalis LFBM 3769 e C. krusei LFBM 10961, foi
utilizada a metodologia descrita por Manusamy e colaboradores (2016), com
modificacdes.

A partir de uma cultura de 24 horas das espécies de Candida em caldo YPD,
uma aliquota de 50 pl desta cultura foi inoculada em caldo RPMI 1640 e incubada a
35 °C até atingir turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland. Desta
cultura, 200 pL foram dispensados nos pocos de placas de microdiluicdo (96 pocos)
e as placas incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas.

A quantificagdo da biomassa do biofilme formado foi realizada conforme
metodologia de Manusamy e colaboradores (2016), pelo método de coloracdo da
biomassa pelo cristal violeta, com modificacbes. Ap6s periodo de incubacéo, as
placas foram lavadas trés vezes com solugéo salina esterilizada (NaCl 0,85 %), a fim
de retirar quaisquer células que nao estivessem aderidas ao biofilme e foram
colocadas em estufa de secagem a 40 °C por 20 minutos, Em seguida foram
adicionados a todos os pocos 200 pL de uma solucédo de cristal cristal violeta a 0,4
% e as placas incubadas por 45 minutos. ApoOs incubacéo as placas foram lavadas
com 4gua destilada esterilizada e foram secas em estufa a 40 °C por 20 min.

Apéds secagem dos pocgos, foram adicionados 200 pL de &lcool etilico 96 %
por 45 minutos, a fim de descorar o biofilme. Para realizar a leitura, 100 pL foram
retirados e acondicionados em uma nova placa de 96 pocos de fundo chato. A leitura
foi realizada pela densidade ética (DO), em leitor de microplacas (xMark™, Bio-Rad,
EUA) em comprimento de onda de 585 nm.

Apoés a realizacdo do experimento foi estabelecido um ponto de corte, obtido
pela média dos valores de absorbancia, baseado na absorbancia da biomassa do
biofilme formado pelas espécies de Candida (D.O.i), tomando por base a
absorbéancia do controle negativo (D.O.c), que neste caso foram o0s pocos tratados

da mesma forma, porém sem o inoculo, conforme a equagéao 4:

D.0.c = Média da D. O do controle negativo + (3 x Desvio padrao da média)

Eq. 4
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Dessa forma, esta metodologia empregada com a determinagéao do ponto de
corte, permitiu a classificacdo da formacédo do biofiime das cepas nas seguintes

categorias, de acordo com Vital Junior (2020) e Stepanovic e colaboradores (2007):

e N&o-Produtor: D.O.i< D.O.c;

e Fraco Produtor: D.O.c < D.O.i £ (2X D.O.c);

e Moderado Produtor: (2X D.O.c) < D.O.i< (4X D.O.c);
e Forte Produtor: (4X D.O.c) < D.O.i.

Onde:
D.O.i — Densidade otica dos biofilmes das espécies de Candida isolados

D.O.c — Densidade o6tica do controle negativo

4.5.2.2 Avaliacao da atividade do linalol de suas associacfes com antifungicos sobre
a formacéo de biofilme de espécies de Candida

Para avaliar a atividade do linalol e suas associacdes com antifUngicos em
concentragcbes subnibitérias sobre a formacdo dos biofiimes de espécies de
Candida, foi utilizada metodologia descrita por Manoharan e colaboradores (2017),
com algumas modificacoes.

Partindo das culturas de 24 horas das espécies de Candida em caldo YPD,
uma aliquota de 50 pL foi inoculada em caldo RPMI 1640, sendo entédo incubado a
35 °C até atingir turvacdo equivalente a escala 0,5 Mc Farland (1,0 x 10° a 5,0 x 10°
UFC/mL). Desta cultura, uma aliquota de 100 pL foi dispensada nos pocos das
placas de microdiluicdo. Em seguida, foram distribuidos 100 puL dos compostos e de
suas associa¢gdes em concentracdes duas vezes mais concentradas como descrito
na tabela 4. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas. Foi incluido um
controle positivo da formacgéo de biofilme, contendo 100 pL caldo RPMI 1640 e 100
uL do inoculo e um controle negativo composto de 200 pL caldo RPMI 1640.

A determinacdo da biomassa do biofilme formado apds os tratamentos foi
realizada conforme Manusamy e colaboradores (2016), com modificacbes, conforme
foi descrita anteriormente no item acima.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da formacgao de

biofilme, comparado com o controle positivo, que representa 100 % da formacao do
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biofilme. A porcentagem de inibigao foi calcula de acordo com a equagéao 5.

D.O. do biofilme x 100
D.0.do controle positivo

% de inibigdo de biofilme = ( ) — 100

Eqg. 5
Onde,
D.O.: Densidade o6tica dos poc¢os corados com cristal violeta 0,4 %

Os experimentos foram realizados em triplicata de testes independentes e
expressos pela média e desvio padréo da porcentagem de inibicdo do biofilme que
foram calculados no software Office Excel 2019. Os resultados foram submetidos a
andlise estatistica, pela aplicacdo do teste t, fazendo andlise de varidncia dos
resultados e avaliando a diferenca estatistica entre os tratamentos, sendo

considerada diferenca estatistica quando p valor foi menor que 0,05.

4.5.2.3 Avaliacdo da atividade do linalol e de suas associacbes com antifiingicos
sobre o biofilme formado de espécies de Candida

Para avaliar a atividade do linalol e de suas associagbes com antifingicos em
concentragdes subnibitérias sobre os biofilmes formados das espécies de Candida,
foi utilizada metodologia descrita por Pierce e colaboradores (2010) com
modificagdes.

Partindo de uma cultura de 24 horas das cepas de Candida em caldo YPD,
foi inoculada uma aliquota de 200 pL em 20 mL de caldo RPMI 1640 e incubado a
35 °C até atingir a turvacéo equivalente a escala de 0,5 de Mc Farland (1,0 x 10° a
5,0 x 10° UFC/mL. Desta cultura foram dispensados 200 pL em todos os 96 pocos
das placas de microdiluicdo e incubados por 35 + 2 °C por 24 horas, a fim de formar
o biofilme. Ap0s o periodo de incubacdo, o meio de cultura foi retirado
cuidadosamente com auxilio de uma pipeta multicanal. Os pocos foram lavados
assepticamente trés vezes com solucdo salina esterilizada (NaCl) 0,85 %, a fim de
retirar as células que ndo estavam aderidas nos pocos. As placas foram colocadas
em superficie plana por 20 min em temperatura ambiente (25 °C). Aos biofilmes
secos foram colocados 200 pL dos compostos e de suas associacdes para
secagem. As placas foram reincubadas a 35 + 2 °C por 24 horas. Foi incluido um
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controle positivo para a formacgao de biofilme, composto por 100 pL de caldo RPMI
1640 e 100 pL do inoculo, e um controle negativo, composto apenas 200 L de caldo
RPMI 1640.

Em seguida, o meio de cultura foi retirado e as placas lavadas trés vezes
com solucédo salina esterilizada (NaCl) 0,85 %, a fim de retirar quaisquer possiveis
células ndo aderidas ao biofilme, as placas foram colocadas em estufa a 40 °C por
20 min para secagem. A determinacdo da biomassa do biofilme foi realizada
conforme Manusamy e colaboradores (2016), com algumas modificacdes, conforme
descrito no item acima.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do biofilme
formado, comparado com o controle positivo (100 % de formacédo de biofilme),

indicando ac¢éo diante do biofilme formado das espécies de Candida.

o e D.0.do biofilme x 100
% de inibigio de biofilme formado = — 100

D.0.do controle positivo

Eq. 6
Onde,

D.O.: Densidade ¢tica dos pogos corados com cristal violeta 0,4 %.

Os testes foram realizados em triplicata de experimentos independentes e
expressos com a média e o desvio padrdo e calculados no programa Office Excel
2019, bem como foram submetidos a testes estatisticos de andlise da variancia, pela
aplicacdo do teste t, tendo a diferenca estatistica entre os tratamentos definida

guando o p valor foi igual a 0,05 %.

4.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO LINALOL E SUAS ASSOCIACOES
COM ANTIFUNGICOS

Para avaliar a citotoxicidade do linalol e de suas associacbes com
antifingicos, foram selecionadas as concentragbes sub-inibitérias que
representaram a concentracao inibitéria fracionada (CIF) as quais apresentaram um
efeito sinérgico sobre a inibicdo do crescimento das espécies de Candida e que

estdo apresentadas na tabela 5.
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Tabela 5 — Concentracdes das amostras testadas de linalol e antifingicos na avaliagdo da

citotoxicidade

Amostras Produtos testes Concentragao (ug/mL)
1 Linalol 256
2 Linalol 128
3 Linalol 64
4 Linalol 32
5 Linalol + Fluconazol 256/4
6 Linalol + Itraconazol 256/0,031
7 Linalol + Cetoconazol 64/0,25
8 Linalol + Terconazol 128/0,125
9 Linalol + Micafungina 32/0,25
10 Linalol + Anfotericina B 32/0,25
CONTROLE DO DILUENTE DAS AMOSTRAS Concentracdo (mL)
11 (Etanol/Tween80/Agua) (0,03/0,01/q.s.p. 10 mL)

Fonte: A autora (2021).
4.6.1 Atividade citotéxica sobre linhagens celulares Vero e L929

A atividade citotoxica foi realizada pelo método do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) descrito por Alley e colaboradores 1988 e
Mosmann (1983). As linhagens celulares L929 (fibroblasto de camundongos) e Vero
(células epiteliais renais de macaco-verde africano) foram mantidas em meio de
cultura DMEM (Dulbecco modification of minimum essential media) suplementado
com 10 % de soro fetal bovino inativado e 1 % de solugdo de antibidticos (penicilina
e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera
Umida enriquecida com 5 % de CO, e 95 % de umidade. As células L929 e Vero (10°
células/mL) foram adicionadas em placas de 96 pocos (190 pL/poco) e incubadas
por 24 horas. Em seguida 10 pL das solu¢des foram adicionadas aos pocos e a
concentracdo final de cada substancia diluida 20 vezes. O medicamento Paclitaxel
(20 pg/mL) foi utilizado como controle positivo de inibicdo das células e a solucdo de
diluicdo composta por Etanol/Tween80/Agua (0,03/0,01/g.s.p. 10 mL) foi utilizada
como controle negativo. Apos 72 horas de reincubacéo foi adicionado 25 pL de MTT
(5 mg/mL) e depois de 3 horas de incubagdo, o meio de cultura com o MTT foi
aspirado e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi medida
em um leitor de microplacas (xMark™, Bio-Rad, EUA) no comprimento de onda de
560 nm. Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a porcentagem de

inibic&o foi calculada usando o programa GraphPad Prism 7.0.
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5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE ANTI-CANDIDA DE LINALOL, LIMONENO E EUCALIPTOL

Os dados de atividade anti-Candida dos monoterpenos linalol, limoneno e
eucaliptol estdo descritos na tabela 6.

Os resultados encontrados demonstraram que o linalol foi 0 monoterpeno que
apresentou atividade sobre todas as espécies de Candida apresentando
concentragcdo inibitéria minima (CIM) que variaram de 512 a 1024 ug/mL e
concentracdo fungicida minima (CFM) de 1024 ou superior a 1024 pg/mL. Os

menores valores da concentracado inibitéria minima do linalol foram obtidos sobre Candida

glabrata e C. parapsilosis, onde o linalol apresentou CIM igual a 512 pug/mL.

Tabela 6 — Atividade anti-Candida de linalol, limoneno e eucaliptol
CIM/CFM (ug/mL)

Espécies de Candida

Cepas Espécie Linalol Limoneno Eucaliptol
LFBM C2 C. albicans 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM C3 C. albicans 1024/>1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM C4 C. albicans 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024

LFBM 1004 C. albicans 1024/>1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM 08 C. albicans 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM AM14 C. albicans 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM CA* C. albicans 1024/>1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM 04A C. albicans 1024/>1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM C1 C. glabrata 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM AMO1 C. glabrata 1024/>1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM 04B C. glabrata 512/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM C6 C. glabrata 1024/>1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM AMO7 C. tropicalis 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM CASI C. glabrata 512/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM AM15 C. glabrata 512/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM 902 C. tropicalis 1024/>1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM 3769 C. tropicalis 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM 11530 C. tropicalis 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM 10961 C. krusei 1024/1024 >1024/>1024 >1024/>1024
LFBM CP* C. parapsilosis 512/1024 >1024/>1024 1024/>1024
LFBM 90030 C. glabrata 512/1024 >1024/>1024 >1024/>1024

Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; CIM — Concentragéo
inibitéria minima; CFM — Concentragéo fungicida minima; > - maior que.

Os monoterpenos limoneno e o eucaliptol apresentaram altos valores de CIM diante
das espécies de Candida testadas, evidenciado pelos valores maiores que 1.024 pg/mL. O

eucaliptol apresentou CIM igual a 1.024 pg/mL apenas diante da cepa C. parapsilosis LFBM
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CP*, sobre as demais espécies o eucaliptol apresentou CIM e CBM maior que 1.024
pg/mL, evidenciando que ndo houve atividade destes compostos nas concentracfes
testadas neste estudo. O linalol apresentou-se como o monoterpeno mais ativo sobre as
espécies de Candida ensaiadas e dessa forma foi selecionado para as proximas etapas
desse trabalho.

As espécies de Candida selecionadas para este estudo apresentaram perfil de
resisténcia importante, evidenciado pela CIM dos antifiingicos que se encontram descritos
na tabela 7. Todas as espécies de Candida apresentaram resisténcia aos antifungicos
azolicos testados, com evidéncia para o fluconazol e cetoconazol que resultaram nos
maiores valores de CIM encontrados, variando de 32 a maior que 1.024 ug/mL. As cepas de
C. albicans ndo apresentaram resisténcia a micafungina ou a anfotericina B. A maioria das
cepas de C. glabrata e C. tropicalis apresentou resisténcia a micafungina com CIM variando
de 0,25 a1 pg/mL.
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Tabela 7 — Concentracao inibitéria minima e concentracéo fungicida minima de antifingicos sobre espécies de Candida

Espécies de Candida CIM/CFM (pg/mL)

Cepas Espécie FLU CET TER ITZ ANF MICA Resisténcia Sensibilidade
fenotipica® fenotipica®
LFBM C2 C. albicans >1024/>1024 256/256 128/128 0,5/2 0,25/0,5 0,03/0,06 FLU/ CET/ ITZ ANF/NIS/ MICA
LFBM C3 C. albicans >1024/>1024 256/1024 128/256 0,5/0,5 0,25/0,5 0,03/0,06 FLU/ CET/ ITZ ANF/NIS/ MICA
LFBM C4 C. albicans >1024/>1024 1024/>1024 128/128 0,5/2 0,5/0,5 0,03/0,03 FLU/ CET/ ITZ ANF/NIS/ MICA
LFBM 1004 C. albicans >1024/>1024 256/>1024 128/128 2/4 0,125/0,5 0,03/0,03 FLU/ CET/ITZ ANF/ NIS/ MICA
LFBM 08 C. albicans >1024/>1024 1024/1024 128/128 2/4 0,25/0,5 0,03/0,03 FLU/ CET/ITZ ANF/NIS/ MICA
LFBM AM14 C. albicans >1024/>1024 512/>1024 128/128 0,5/0,5 0,5/0,5 0,03/0,03 FLU/ CET/ITZ ANF/ NIS/ MICA
LFBM CA* C. albicans >1024/>1024 512/>1024 64/128 2/4 0,25/0,5 0,03/0,06 FLU/ CET/ITZ ANF/ NIS/ MICA
LFBM 04A C. albicans 1024/1024 256/>1024 64/128 0,5/2 0,125/0,25 0,03/0,03 FLU/ CET/ ITZ ANF/NIS/ MICA
LFBM C1 C. glabrata >1024/>1024 512/512 128/128 0,25/0,5 0,25/0,5 1/2 FLU/ CET/ ITZI MICA ANF/NIS
LFBM AMO1 C. glabrata >1024/>1024 >1024/>1024  128/256 0,5/0,5 0,25/0,5 1/2 FLU/ CET/ ITZ/ MICA ANF/NIS
LFBM 04B C. glabrata >1024/>1024 1024/1024 128/128 0,5/1 0,5/0,5 1/2 FLU/ CET/ ITZ/ MICA ANF/NIS
LFBM C6 C. glabrata >1024/>1024 1024/1024 128/128 0,5/1 0,125/0,25 1/2 FLU/ CET/ ITZ/ MICA ANF/NIS
LFBM AMO7 C. tropicalis >1024/>1024 128/128 128/128 1/2 0,5/0,5 1/2 FLU/ CET/ ITZ/ MICA ANF/ NIS
LFBM CASi C. glabrata 1024/1024 256/512 128/128 0,5/1 0,25/0,5 0,5/1 FLU/ CET/ ITZ/ MICA ANF/ NIS
LFBM AM15 C. glabrata >1024/>1024 256/512 64/128 0,5/0,5 0,25/1 0,015/0,03 FLU/ CET/ITZ ANF/ NIS/ MICA
LFBM 902 C. tropicalis 64/512 1024/>1024 64/128 2/4 0,25/0,5 0,25/0,5 FLU/ CET/ ITZI MICA ANF/NIS
LFBM 3769 C. tropicalis >1024/>1024 512/1024 64/64 2/4 0,5/0,5 0,25/0,5 FLU/ CET/ITZ/ MICA ANF/NIS
LFBM 11530 C. tropicalis 1024/>1024 512/1024 128/128 0,5/1 0,125/0,25 0,125/0,25 FLU/ CET/ITZ ANF/ NIS/ MICA
LFBM 10961 C. krusei >1024/>1024 256/512 64/128 1/2 0,5/1 0,03/0,06 FLU/ CET/ITZ ANF/ NIS/ MICA
LFBM CP* C. parapsilosis 1024/1024 1024/>1024 128/256 0,5/0,5 0,25/0,5 1/2 FLU/ CET/ITZ ANF/ NIS/ MICA
LFBM 90030 C. glabrata 32/128 512/1024 128/256 0,5/0,5 0,25/0,5 <0,03/<0,03 Cepa controle Cepa controle

Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioguimica de Micro-organismos; CIM — Concentragao inibitéria minima; CFM — Concentragdo fungicida
minima; > - maior que; < - menor que; FLU — Fluconazol; CET — Cetoconazol; ITZ — Itraconazol; TER — Terconazol; ANF — Anfotericina B; MICA —
Micafungina; NIS — Nistatina; ® — perfil de suscetibilidade das espécies de Candida realizada pelo método de difusdo em meio solido e pela determinacdo da
CIM. Fonte: A autora (2021).
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5.2 EFEITO DAS ASSOCIACOES DO LINALOL COM ANTIFUNGICOS SOBRE
ESPECIES DE CANDIDA

Os valores relacionados aos ensaios da associacdo in vitro, pelo método
checkerboard, do linalol com fluconazol, cetoconazol, terconazol, itraconazol,
micafungina e anfotericina B estdo apresentados na Tabela 8.

Um efeito sinérgico das associag¢des do linalol (< 72 CIM) com os antifungicos
azolicos foi observado sobre o crescimento de espécies de Candida e determinado
pelos valores de CIFi que variaram de 0,06 a 0,5 e pela redugcao dos valores das
CIM dos azdlicos, os quais variaram de 93,8 % a 99,9 %.

Foram observados percentuais de reducdo da CIM do linalol quando
associados aos azdlicos variando de 50,0 a 93,8 %. Assim, tanto o linalol apresentou
potencial para reduzir a CIM do fluconazol, cetoconazol, itraconazol e terconazol,
como também estes antifingicos apresentaram potencial de reduzir a CIM do linalol.

A maioria das cepas ensaiadas apresentou reversdo da resisténcia ao
fluconazol, cetoconazol e itraconazol pela associagdo com o linalol em
concentracdes sub-inibitorias, com destaque para a associac¢do do linalol-fluconazol,
uma vez que todas as cepas ensaiadas apresentaram reversao a sensibilidade a
este antifangico quando em associa¢cdo com o linalol. Tanto as cepas de C. albicans
como as cepas de C. ndo-albicans apresentaram perfil de resisténcia aos azolicos
testados, tendo perfil modificado para dose-dependente ou sensiveis a esses

antifingicos diante da presenca de concentragdes sub-inibitérias do linalol.
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Espécies de
Candida

C. albicans
LFBM C2

C. albicans
LFBM C3

C. albicans
LFBM C4

Associacao

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

CIM
individual
(Hg/mL)

1024/1024
1024/512
1024/128
1024/0,5

1024/0,03

1024/0,25

1024/1024
1024/256
1024/128
1024/0,5

1024/0,03

1024/0,25

1024/1024
1024/1024
1024/128
1024/2
1024/0,03
1024/0,5

CIM na

associacao

(Hg/mL)

512/2
64/0,25
128/0,5

256/0,031
32/0,0038
32/0,125

256/2
64/0,25
256/0,125
256/0,031
32/0,0038
32/0,125

64/2
64/0,5
256/0,125
256/0,031
32/0,0075
32/0,125

CIF
Individual

0,5/0,002
0,0625/0,0005
0,125/0,005
0,25/0,0625
0,0313/0,133
0,0313/0,5

0,25/0,002
0,0625/0,001
0,25/0,001
0,25/0,0625
0,03125/0,127
0,03125/0,5

0,0625/0,002
0,0625/0,0005
0,25/0,001
0,25/0,0156
0,03125/0,25
0,03125/0,25

CIFi

0,50*
0,06*
0,13
0,31*
0,16
0,53

0,25*
0,06*
0,25
0,31*
0,16
0,53

0,06*
0,06
0,25
0,27*
0,28
0,28

Interpretacéo
do efeito

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Aditivo

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Aditivo

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

% Reducdao

de CIM

50,0/99,8
93,8/99,9
87,5/99,6
75,0/93,8
96,9/87,3
96,9/50,0

75,0/99,8
93,8/99,9
75,0/99,9
75,0/93,8
96,9/87,3
96,9/50,0

93,8/99,8
93,8/99,9
75,0/99,9
75,0/98,5
96,9/75,0
96,9/75,0



C. albicans
LFBM 1004

C. albicans
LFBM C8

C. albicans
LFBM AM14

C. albicans
LFBM Ca*

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

1024/1024
1024/256
1024/128

1024/2

1024/0,03

1024/0,125

1024/1024
1024/1024
1024/128
1024/0,5
1024/0,03
1024/0,25

1024/1024
1024/512
1024/128

1024/2

1024/0,03

1024/0,5

1024/1024
1024/512
1024/64
1024/0,5
1024/0,03
1024/0,125

64/2
256/1
256/0,125
256/0,031
32/0,002
512/0,0625

512/1
128/0,25
128/0,125
256/0,031
32/0,0038
32/0,0625

512/4
512/0,25
128/0,125
256/0,031
32/0,0038
32/0,125

128/2
256/16
128/0,125
256/0,031
32/0,002
16/0,0625

0,0625/0,002
0,25/0,004
0,25/0,001
0,25/0,0156
0,03125/0,0666
0,5/0,5

0,5/0,001
0,125/0,0002
0,125/0,001
0,25/0,0625
0,03125/0,1266
0,03125/0,25

0,5/0,004
0,5/0,0005
0,125/0,001
0,25/0,0156
0,03125/0,1266
0,03125/0,25

0,125/0,002
0,25/0,0313
0,125/0,002
0,25/0,0625
0,03125/0,0666
0,0156/0,5

0,06*
0,25
0,25
0,27*
0,10
1,00

0,50*
0,13*
0,13
0,31*
0,16
0,28

0,50*
0,50*
0,13
0,27*
0,16
0,28

0,13*
0,28
0,13
0,31*
0,10
0,51

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Aditivo

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Aditivo

93,8/99,8
75,0/99,6
75,0/99,9
75,0/98,5
96,9/93,3
50,0/50,0

50,0/99,9
87,5/99,9
87,5/99,9
75,0/93,8
96,9/87,3
96,9/75,0

50,0/99,6
50,0/99,9
87,5/99,9
75,0/98,5
96,9/87,3
96,9/75,0

87,5/99,8
75,0/96,9
87,5/99,8
75,0/93,8
96,9/93,3
98,4/50,0
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C. albicans
LFBM 04a

C. glabrata
LFBM AMO1

C. glabrata
LFBM 04b

C. glabrata
LFBM C6

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

1024/1024
1024/256
1024/64
1024/0,5
1024/0,03
1024/0,125

1024/1024
1024/1024
1024/128
1024/0,5
1024/1
1024/0,25

512/1024
512/1024
512/128
512/0,5
512/1
512/0,5

1024/1024
1024/1024
1024/128
1024/0,5
1024/1
1024/0,125

512/1
64/0,25
128/0,125
256/0,031
32/0,0038
256/0,031

256/4
128/0,5
256/0,125
256/0,031
512/0,5
32/0,0625

256/2
64/0,25
128/0,125
128/0,031
32/0,25
32/0,0625

256/2
64/0,25
128/0,125
256/0,031
32/0,25
32/0,031

0,5/0,001
0,0625/0,001
0,125/0,002
0,25/0,0625

0,03125/0,1266

0,25/0,248

0,25/0,004
0,125/0,0005
0,25/0,001
0,25/0,0625
0,5/0,5
0,03125/0,25

0,5/0,002
0,125/0,0002
0,125/0,001
0,25/0,0625
0,0625/0,25
0,0625/0,125

0,25/0,002
0,0625/0,0002

0,125/0,001

0,25/0,0625
0,03125/0,25
0,03125/0,248

0,50*
0,06*
0,13
0,31*
0,16
0,49

0,25*
0,13
0,25
0,31*
1,00*
0,28

0,50*
0,13*
0,13
0,31*
0,31*
0,19

0,25*
0,06*
0,13
0,31*
0,28*
0,28

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Aditivo
Sinérgico

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

50,0/99,9
93,8/99,9
87,5/99,8
75,0/93,8
96,9/87,3
75,0/75,2

75,0/99,6
87,5/99,9
75,0/99,9
75,0/93,8
50,0/50,0
96,9/75,0

50,0/99,8
87,5/99,9
75,0/99,9
75,0/93,8
93,7/75,0
93,7/87,5

75,0/99,8
93,8/99,9
87,5/99,9
75,0/93,8
96,9/75,0
96,9/75,2
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C. tropicalis
LFBM 3769

C. tropicalis
LFBM 11530

C. parapsilosis

LFBM CP*

C. krusei
LFBM 10961

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

Linalol/FLU
Linalol/CET
Linalol/TER
Linalol/ITZ
Linalol/MICA
Linalol/ANFB

1024/1024
1024/512
1024/64
1024/2
1024/0,25
1024/0,5

1024/1024
1024/512
1024/128
1024/0,5

1024/0,125

1024/0,125

512/1024
512/1024
512/128
512/0,5
512/1
512/0,25

1024/1024
1024/256
1024/64
1024/1
1024/0,03
1024/0,5

512/2
64/0,25
128/0,125
256/0,031
256/0,0038
32/0,125

256/1
64/0,25
64/0,125
256/0,031
32/0,0156
32/0,0156

256/1
64/0,25
128/0,125
128/0,0156
32/0,25
32/0,0625

256/2
64/2
128/0,25
32/0,002
32/0,0038
512/0,25

0,5/0,002
0,0625/0,0005
0,125/0,002
0,25/0,0156
0,25/0,0152
0,03125/0,25

0,25/0,001
0,0625/0,0005
0,0625/0,001

0,25/0,0625

0,03125/0,1248
0,03125/0,1248

0,5/0,001
0,125/0,0002
0,125/0,001
0,25/0,0313
0,0625/0,25
0,0625/0,25

0,25/0,002
0,0625/0,008
0,125/0,004
0,03125/0,002
0,03125/0,126
0,5/0,5

0,50*
0,06*
0,13
0,27*
0,27*
0,28

0,25*
0,06*
0,06
0,31*
0,16
0,16

0,50*
0,13*
0,13
0,28*
0,31
0,31

0,25*
0,07*
0,13
0,03*
0,16
1,00

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Aditivo

50,0/99,8
93,8/99,9
87,5/99,8
75,0/98,5
75,0/98,5
96,9/75,0

75,0/99,9
93,8/99,9
93,8/99,9
75,0/93,8
96,9/87,5
96,9/87,5

50,0/99,9
87,5/99,9
75,0/99,9
75,0/96,9
93,7/75,0
93,7/75,0

75,0/99,8
93,8/99,2
87,5/99,6
96,9/99,8
96,9/87,3
50,0/50,0

88



89

Linalol/FLU 512/32 32/1 0,0625/0,001 0,06 Sinérgico 93,8/96,9

Linalol/CET 512/512 32/0,5 0,0625/0,005 0,06 Sinérgico 93,8/99,9

C. glabrata Linalol/TER 512/128 256/0,125 0,25/0,001 0,25 Sinérgico 50,0/99,9
ATCC 90300 Linalol/ITZ 512/0,5 128/0,0156 0,25/0,0313 0,28 Sinérgico 75,0/96,9
Linalol/MICA 512/0,03 32/0,015 0,0625/0,5 0,56 Aditivo 96,9/50,0

Linalol/ANFB 512/0,25 32/0,0625 0,0625/0,25 0,31 Sinérgico 96,9/75,0

Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; CIM — Concentragdo inibitéria minima; CFM — Concentracdo fungicida
minima; FLU — Fluconazol; CET — Cetoconazol; ITZ — Itraconazol; TER — Terconazol; MICA — Micafungina; ANFB — Anfotericina B; CIF — Concentracao
inibitdéria fracionada; % - percentual; * - a associacao reverteu perfil de resisténcia para sensibilidade ao antifingico. Fonte: A autora (2021).
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Dentre as cepas de C. albicans, pode ser destacado um forte sinergismo da
associacao linalol/fluconazol sobre cepa LFBM AM14. Essa associacdo apresentou
inicialmente uma CIM para o fluconazol de 1.024 pg/mL e em associacao com linalol
reduziu a CIM para 4 pug/mL, modificando o perfil de uma cepa resistente para uma
cepa sensivel ao fluconazol (Figura 27A).

As associacfes linalol-cetoconazol, linalol-terconazol e linalol-itraconazol
(Figura 27B, 27C e 27D) também se apresentaram expressivas demonstrando que
houve reducéo da CIM destes antifungicos, a ponto de reverter a sensibilidade da C.
albicans LFBM AM14 ao cetoconazol e ao itraconazol.

As cepas de C. albicans LFBM C4, LFBM C1004 e LFBM Ca* foram as
Unicas cepas que ndo apresentaram reversdo da sensibilidade ao cetoconazol,
apesar da associacao linalol-cetoconazol ser sinérgica. Entretanto, essas cepas de
C. albicans apresentaram reversao de suas sensibilidades ao fluconazol e ao
itraconazol quando esses antifiungicos foram associados ao linalol.

As cepas de C. glabrata, apresentaram uma reducao nos valores da CIM dos
azélicos quando em associacao com o linalol. Esta associacéo foi capaz de reverter
sensibilidade destas cepas ao fluconazol, cetoconazol e itraconazol.

A cepa C. glabrata ATCC 90030 apresentou reducdo de CIM dos azdlicos 96,9
a 99,9% quando este foi associado ao linalol (Figura 28 A-D). Vale salientar que esta
reducao foi também observada na CIM do linalol.

Para das espécies de Candida krusei, Candida tropicalis e Candida
parapsilosis também foram observadas importantes redugfes da CIM dos azdlicos,
com destaque para o cetoconazol. Todas estas espécies apresentaram reversao do
perfil de resisténcia para sensibilidade, diferentemente das cepas de C. albicans,
onde em algumas cepas néo foi observada reversdo da resisténcia a estes azolicos.

Ndo foi possivel confirmar a reversdo da sensibilidade das espécies de
Candida ao terconazol, uma vez que ndo existem padrdes de comparagao nos
documentos oficiais como o do CLSI. No entanto foi observada uma reducéo da CIM
inicial do terconazol em associacdo com linalol de 93,8 a 98,5 % e CIFI que variaram

o de 0,2656 a 0,3125 indicando sinergismo.
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Figura 26 — Isobologramas revelando o efeito sinérgico da associagdo entre: (A) Linalol e Fluconazol; (B) Linalol e Cetoconazol; (C) Linalol e Terconazol e

(D) Linalol e Itraconazol sobre Candida albicans LFBM AM14
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Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; CIF — Concentracao Inibitéria Fracionada. Isobologramas plotados utilizando

o software Microsoft Excel 2019. Fonte: A autora (2021).
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Figura 27 — Isobologramas revelando o efeito sinérgico da associagdo entre: (A) Linalol e Fluconazol; (B) Linalol e Cetoconazol; (C) Linalol e Terconazol e

(D) Linalol e Itraconazol sobre Candida glabrata ATCC 90030
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o software Microsoft Excel 2019. Fonte: A autora (2021).
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A associacéo linalol-micafungina, apresentou resultados promissores. Em

concentracbes sub-inibitérias esta associacdo apresentou efeito sinérgico para a

grande maioria das espécies de Candida avaliadas, com destaque para Candida
albicans LFBM AM14 (Figura 29 A) e Candida tropicalis LFBM 3769 (Figura 29 B).
Esta ultima modificou o perfil de resisténcia intermediaria para sensibilidade.

Figura 28 — Isobologramas revelando o efeito sinérgico da associagdo entre linalol e micafungina

sobre: (A) Candida albicans LFBM AM14; (B) Candida tropicalis LFBM 3769
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Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos. CIF — Concentragao
Inibitéria Fracionada. Isobologramas plotados utilizando o software Microsoft Excel 2019. Fonte: A

autora (2021).
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Para as cepas de C. albicans, a associacao linalol-micafungina se apresentou
sinérgica para todas as cepas ensaiadas e foi capaz de reduzir a CIM da
micafungina em até 93,3 %. Um efeito aditivo foi observado para as cepas de C.
glabrata LFBM AMO1 e ATCC 90030, mas n&o foi observada a reversao para a
sensibilidade a micafungina da cepa LFBM AMOL1.

Apoés exposicdo a associacao linalol-micafungina, as espécies C. glabrata
LFBM 04b e LFBM C6 e C. tropicalis LFBM 3769, as quais se apresentaram
resistentes ou com resisténcia intermediaria a micafungina tiveram seu perfil
modificado para sensivel a este antifingico quando em associa¢do. Para as
espécies C. glabrata ATCC 90030, C. krusei LFBM 10961, C. tropicalis LFBM 11530
e C. parapsilosis LFBM Cp*, a associacéo linalol-micafungina foi capaz de reduzir a
CIM da micafungina em 50 a 87,5 % e de 93,7 a 96,9% da CIM do linalol.

A associagao linalol-anfotericina B mostrou um efeito aditivo frente a cepas C.
albicans LFBM C2, C. albicans LFBM C3, C. albicans LFBM 1004, C. albicans LFBM
Ca* e C. krusei LFBM 10961. Quando comparada as demais associacfes foi a que
apresentou um maior numero de espécies de Candida ensaiadas neste estudo, com
este tipo de efeito.

As cepas de C. albicans tiveram redugédo de CIM da anfotericina de 50,0 a
75,2 % quando combinada ao linalol. Metade das cepas desta espécie apresentou
efeito sinérgico, enquanto que a outra metade apresentou efeito aditivo. A cepa C.
albicans LFBM AM14 se destaca dentre as demais cepas, por sua sensibilidade a
esta associacao, foi observada uma redugao da CIM anfotericina B, bem como do
linalol, 96,9 e 75 % respectivamente (Figura 30 A).
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Figura 29 — Isobologramas revelando o efeito sinérgico da associacéo entre linalol e anfotericina B
sobre: (A) Candida albicans LFBM AM14; (B) Candida glabrata ATCC 90030

> (A)

0,3 A

CIF (A) Linalol

0,1 4

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
CIF (B) Anfotericina B

05 < (B)

04

0,2 4

CIF (A) Linalol

0,1 4

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
CIF (B) Anfotericina B
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autora (2021).

Assim como as cepas de Candida albicans, todas as outras espécies de
Candida se mostraram sensiveis para a associacao linalol-anfotericina B exibindo
um efeito sinérgico para a maioria das cepas. Os CIFI para esta associacéo variaram
de 0,16 a 0,31, com reducdo importante tanto para a CIM da anfotericina B como
linalol, destacando C. glabrata ATCC 90030 (Figura 30 B). Essa associa¢cdo mostrou
um efeito aditivo sobre a cepa de Candida krusei LFPM 10961.
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5.3 EFEITO DO LINALOL SOBRE A PAREDE CELULAR DE ESPECIES DE
CANDIDA

A tabela 9 apresenta os resultados expressos em valores de concentragéo
inibitéria minima (CIM) do linalol na presenca ou na auséncia do sorbitol.

Tabela 9 - Valores da concentragéo inibitoria minima do linalol na auséncia e na presenca de sorbitol

CIM CIM CIM CIM
Linalol Linalol Micafungina Micafungina
Candida (ug/mL) Sorbitol (ug/mL) Sorbitol
(ng/mL) (ng/mL)
C. albicans LFBM C2 1024 1024 0,03 0,06
C. albicans LFBM C3 1024 1024 0,03 0,06
C. albicans LFBM C4 1024 1024 0,03 >0,24
C. albicans LFBM 1004 1024 1024 0,03 0,06
C. albicans LFBM 08 1024 1024 0,03 0,06
C. albicans LFBM AM14 1024 1024 0,03 0,06
C. albicans LFBM Ca* 1024 1024 0,03 0,06
C. albicans LFBM 04A 1024 1024 0,03 0,06
C. glabrata LFBM C1 1024 1024 1 2
C. glabrata LFBM AM01 1024 1024 1 2
C. glabrata LFBM 04B 512 512 1 2
C. glabrata LFBM CA06 1024 1024 1 2
C. tropicalis LFBM AMO7 1024 1024 1 2
C. glabrata LFBM CASi 512 512 0,5 1
C. glabrata LFBM AM15 512 512 0,015 >0,24
C. tropicalis LFBM 902 1024 1024 0,25 0,5
C. tropicalis LFBM 3769 1024 1024 0,25 4
C. tropicalis LFBM 11530 1024 1024 0,125 4
C. krusei LFBM 10961 1024 1024 0,03 0,12
C. parapsilosis LFBM Cp* 512 512 1 2
C. glabrata ATCC 90030 512 512 <0,03 >0,24

Legenda: LFBM — Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; CIM — Concentracao
Inibitéria Minima. Fonte: A autora (2021).

Os resultados sugerem que o linalol ndo tem acao sobre a parede celular das
espécies de Candida, o que foi evidenciado pela auséncia no aumento dos valores
da CIM do linalol em presenca sorbitol, dessa forma a CIM na auséncia e na
presenca de sorbitol permaneceu com o mesmo valor. No controle positivo
micafungina, que € conhecido por sua acdo sobre parede celular dos fungos,

apresentou aumento dos valores da CIM na presenca de sorbitol.
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5.4 INIBICAO DA FORMACAO DE TUBO GERMINATIVO DE CEPAS DE CANDIDA
ALBICANS PELA ACAO DO LINALOL E SUAS ASSOCIACOES COM
ANTIFUNGICOS

A atividade do linalol e de suas associacdes sobre a formacdo do tubo
germinativo (TG) de Candida albicans estdo apresentados nas figuras 31, 32 e 33.

O linalol na CIM foi capaz de inibir a formacéo de TG de todas as cepas de C.
albicans cujo percentual de inibicdo foi de 89,0 a 98,5 %. Em concentragdes sub-
inibitérias e equivalentes a Concentragcdo Inibitéria Fracionada (CIF), o linalol foi
também capaz de inibir a formacdo de TG e essa inibicdo variou de acordo com a
cepa de Candida albicans avaliada (16,7 a 85,5 %).

Foi possivel observar que quando a concentracdo de CIM e CIF do linalol
eram préximas, como nas cepas LFBM C2 e LFBM AM14, onde a CIM foi de 1.024
ug/mL e a CIF de 512 pg/mL, na combinacéo de linalol e fluconazol (figura 31), nédo
houve diferenca estatistica do efeito inibitério das duas concentracdes utilizadas,
demonstrando que a menor concentracdo (512 pg/mL) é capaz de reduzir a
formacdo de TG igualmente a maior concentracdo (1.024 pg/mL). Quando as
concentracdes de CIM e CIF do linalol foram mais distantes entre si, houve diferenca
estatistica indicando que as concentracdes de 256, 128 e 32 ug/mL do linalol
isolado, ndo foram téo eficiente na reducéo da formacao de TG como na CIM (1.024
pug/mL), indicado pela diferenca na porcentagem de inibic&o.
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Figura 30 — Inibicao do tubo germinativo de Candida albicans pela acéo do linalol e sua associagao com fluconazol
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Ao comparar os resultados de inibicdo de TG pelo fluconazol tanto na CIM
como na CIF, foi possivel observar que ndo houve diferenca entre as concentracoes,
mesmo a CIM (1.024 pug/mL) e a CIF (2 a 4 pg/mL), além disso, ao comparar a
inibicdo provocada pelas concentragcdes do fluconazol com as concentragbes de
linalol na CIM, o linalol apresentou ser mais eficaz na inibicdo da formacéao de TG
(Figura 31).

Para as cepas LFBM C2 e LFBM AM14, as associac¢des de linalol-fluconazol,
na CIF, ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparada com a inibi¢cdo da
CIM do linalol, indicando que as associagbes em concentragdes menores promovem
o0 mesmo efeito do linalol numa concentracdo maior.

As cepas LFBM C3 e LFBM Ca* néo tiveram este mesmo comportamento,
porém apesar de apresentarem diferencas entre as porcentagens de inibicdo do
linalol e do linalol em associacdo com o fluconazol, foi possivel verificar que em
concentracfes sub-inibitérias a associacao foi capaz de reduzir entre 71,9 a 86,3 %
a formacéao de TG.

A inibicdo de TG de C. albicans, provocada pela acéo do fluconazol na CIM e
CIF, comparada com a inibicdo da associacdo de linalol e fluconazol em
concentragfes sub-inibitorias, indicam que para todas as cepas houve uma maior
porcentagem de inibicdo promovida pela associacdo quando comparada com a
inibicdo observada pela acdo do fluconazol ndo associado. Os resultados séo
promissores uma vez que indicam que, a associacao linalol e fluconazol é eficaz na
reducdo da formacéo de TG de C. albicans em concentragcdes sub-inibitérias.

As associacdes de linalol-micafungina apresentaram inibicdo de TG variando
de 35,7 a 83,4 % (Figura 32), sendo que diante da maioria das cepas a porcentagem
de inibicdo das associacdes e do linalol apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos, porém apesar das associa¢cdes apresentarem menor porcentagem de
inibicdo em comparagdo com o efeito causado pelo linalol (1.024 pg/mL), ainda
assim a associacao linalol e micafungina apresenta efeito de inibicdo de TG de C.

albicans diante das cepas testadas.
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Figura 31 — Inibicao do tubo germinativo de Candida albicans pela a¢édo do linalol e sua associagdo com micafungina
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fracionada; MICA - Micafungina; LIN — Linalol; (*) - existe diferencga significativa (p valor < 0,05). Fonte: A autora (2021).



101

O linalol em concentragdo menor (32 pg/mL) apresentou menor percentual de
inibicdo de TG do que a associacao de linalol e micafungina (32 pg/mL + 0,004
pug/mL) indicando que a micafungina potencializa a acdo do linalol, bem como o
linalol potencializa a acdo de inibicAo da micafungina, para metade das cepas
ensaiadas. Para as demais cepas ndo houve diferenca estatistica entre o efeito de
inibicdo do linalol isolado na CIF com a inibicdo provocada pela associacao.

A micafungina na CIM (0,015 pg/mL) induziu a inibicdo do TG sobre todas as
cepas de Candida albicans (percentual de inibicdo variando de 47,67 a 84,56 %) e
guando este percentual foi comparado a associagcédo linalol-micafungina, em
concentracfes sub-inibitorias, ndo foi observada diferenca estatistica (p < 0,05,
Figura 32). Dessa forma, pode-se sugerir que a associacao linalol-micafungina, em
concentragcbes sub-inibitorias, promove efeito de inibicdo de TG comparavel ao
linalol e a micafungina avaliados isoladamente e em concentragdes mais elevadas.

Comparando o efeito de inibicdo da micafungina na CIM (0,015 pg/mL) e na
CIF (0,004 pg/mL), foi possivel observar que para as cepas LFBM C2 e LFBM C3, a
maior concentragao (0,015 pg/mL) foi capaz de promover um maior efeito de inibigéo
do TG, quando comparado com a menor concentracdo (0,004 pg/mL), este efeito
nao foi observado para as cepas LFBM AM14 e LFBM Ca*, jA que o efeito destas
concentracfes nao tiveram diferencas estatisticas entre si (p > 0,05), indicando que
promovem o mesmo efeito de inibigdo de TG.

Para a associacao linalol-anfotericina B, observou-se que para a metade das
cepas ensaiadas, a anfotericina B na CIM apresenta 0 mesmo efeito de inibicdo que
a associacdo com linalol em concentracdes sub-inibitorias (Figura 33), sendo que o
efeito da associacéo na inibicdo do TG de C. albicans variou de 32,7 a 69,6 %.

Observando o efeito do linalol na CIM (1.024 pg/mL) em comparagao com a
associacdo de linalol-anfotericina B em concentragdes sub-inibitorias, verificou-se
gue diante de todas as cepas testadas, o linalol é capaz de inibir o TG em maior
percentual do que a associacdo de linalol-anfotericina B, porém apesar de
apresentar um menor percentual de inibicdo, a associacdo ainda demonstrou ser

também eficaz na reducéo do TG.
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Figura 32 — Inibicao do tubo germinativo de Candida albicans pela acédo do linalol e sua associagdo com anfotericina B
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A figura 34 apresenta os resultados de inibicdo do TG de Candida albicans
apos exposicdo as associacfes do linalol-fluconazol, linalol-micafungina e linalol-
anfotericina B. Quando comparadas entre si, estas associacdes mostraram diferenca
significativa na inibicdo do TG, com destaque para as associac¢des linalol-fluconazol,
cujos percentuais de inibicdo foram acima de 70 %.

Figura 33 — Inibicdo de tubo germinativo entre as associacdes de linalol com fluconazol, micafungina

e anfotericina B
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Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; FLU - Fluconazol;
MICA — Micafungina; ANF B — Anfotericina B; LIN — Linalol; (*) - existe diferenca significativa (p valor
< 0,05). Fonte: A autora (2021).
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5.5 FORMACAO DE BIOFILME DE ESPECIES DE CANDIDA

Todas as seis espécies de Candida testadas nesta etapa (C. albicans LFBM
AM14, C. tropicalis LFBM 3769, C. parapsilosis LFBM CP*, C. glabrata LFBM 04B,
C. glabrata ATCC 90030 e C. krusei LFBM 10961) foram habeis em formar biofilmes,
embora apresentem diferencas em sua classificacdo como produtoras, conforme
demonstra a figura 35.

As espécies C. albicans, C. parapsilosis e as duas cepas de C. glabrata se
destacaram como fortes produtoras de biofilme. A C. tropicalis foi considerada
moderada produtora e a C. krusei foi classificada como fraca produtora,
apresentando os menores valores de D.Osgsnm.

Quando os valores da D.Osgsnm, referentes a biomassa dos biofilmes
formados foram comparadas com a D.Osgspm doS pogos sem a presenca do inoculo

foi observada diferenca significativa (Figura 35).

Figura 34 — Formacao de biofilmes das espécies de Candida expressa pelos valores médios e desvio

padrédo da leitura da absorbancia em 585 nm do cristal violeta
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Legenda: LFBM - Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; ATCC — American
Type Culture Collection; (*) - existe diferenca significativa (p valor < 0,05). Fonte: A autora (2021).

Comparando a D.Osgsnm da formacgao de biofilme entre as cepas ensaiadas

nesta etapa, observou-se diferenca estatistica significativa (p valor < 0,05) entre a
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maioria das cepas, com excegao para a comparagao entre as cepas de C. glabrata
ATCC 90030 e LFBM 04B, que tiveram resultados estatisticamente iguais (p valor >
0,05).

5.6 INIBICAO DA FORMACAO DE BIOFILME DE ESPECIES DE CANDIDA PELA
ACAO DO LINALOL E SUAS ASSOCIACOES COM ANTIFUNGICOS

O percentual de inibicdo na formacédo dos biofilmes de espécies de Candida
(C. albicans LFBM AM14, C. parapsilosis LFBM CP*, C. glabrata ATCC 90030 e
LFBM 04B, C. tropicalis LFBM 3769 e C. krusei LFBM 10961) ap0s exposi¢cao ao

linalol em concentracdes iguais a CIM estdo apresentados na figura 36.

Figura 35 — Inibicdo da formacé&o de biofilme pelo linalol sobre espécies de Candida
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Legenda: LFBM - Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; ATCC — American
Type Culture Collection; (%) — porcentagem; (*) - existe diferenca significativa (p valor < 0,05). Fonte:
A autora (2021).

O linalol na CIM foi capaz de inibir a formacdo de biofilme das espécies de
Candida ensaiadas entre 25 a 75 %. A inibicdo de formacédo de biofilme pela agéo do
linalol diante da cepa de C. albicans, C. parapsilosis e das duas cepas de C.
glabrata tiveram resultados estatisticamente semelhantes, indicando que o linalol na

CIM age da mesma forma diante das cepas destas espécies, onde o linalol foi capaz
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de inibir a formacao de biofilme acima de 70 %. Diante das cepas C. tropicalis e C.
krusei, os resultados de inibicdo foram diferentes estatisticamente entre si, bem
como das demais cepas, indicando que o tratamento com linalol na CIM foi capaz de
promover uma menor inibicdo da formagdo de biofilme, sendo a menor inibigéo
encontrada para a cepa C. krusei que foi de cerca de 25 %.

A associacao linalol-fluconazol em concentracdes sub-inibitorias foi capaz de
inibir a formacéao de biofilme em 21 a 73 % (figura 37). Esta associacdo foi mais
eficaz na inibicdo da formagé&o de biofilme de Candida albicans quando comparadas
as demais espécies. De todas as espécies, o biofilme de Candida krusei mostrou ser
0 mais resistente a acdo do linalol associado ao fluconazol.

Para a maioria das cepas de Candida ensaiadas, os resultados demonstraram
gue os tratamentos com o fluconazol isolado na concentracdo da CIM como da CIF
nao foram eficazes na inibicdo dos seus biofilmes quando estes foram comparados a
sua associacdo com o linalol, apenas para a cepa C. glabrata ATCC 90030, que o
fluconazol na CIM foi capaz de inibir em maior porcentagem a formacéo de biofilme
guando comparado com a associacao. Os biofilmes de C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. glabrata LFBM 04B foram inibidos de forma semelhante pelo linalol
na CIM ou por sua associagdo com o fluconazol. Entretanto, quando o linalol foi
utilizado na CIF, esse composto foi eficaz na inibicdo da formacao do biofilme para
as espécies C. tropicalis, C. glabrata LFBM 04B e C. parapsilosis com percentuais

acima de 60 % de inibi¢ao.
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Figura 36 — Percentual de inibicdo na formagé&o do biofilme de espécies de Candida ap6s exposi¢do a associagéo linalol-fluconazol
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A associacéo linalol-micafungina foi capaz de inibir a formacé&o do biofilme das
espécies de Candida cujos valores percentuais variaram de cerca de 23 a 71 %
(Figura 38). A maior inibicdo do biofilme foi observada sobre a cepa C. glabrata
ATCC 90030 e menores inibicées sobre as espécies de C. parapsilosis e C. krusei.

Os biofilmes de C. albicans, C. glabrata e C. krusei foram inibidos de forma
semelhante pelo linalol na CIM e por sua associacdo com a micafungina, entretanto
para a espécie C. tropicalis, a associacdo apresentou maior potencial de inibicdo e
para a C. parapsilosis, o linalol na CIM apresentou maior inibicdo, quando
comparado com a associagao.

O linalol isolado na CIF apresentou menor potencial de inibicdo quando
comparado com a associacao. Além disso, para as espécies C. albicans, C. glabrata
LBM 04B e C. krusei, o linalol na CIF ndo teve diferenca estatistica com o0s
resultados de inibicdo do controle, indicando que nesta concentragao, o linalol ndo
foi eficaz na inibicdo da formac&o do biofilme, porém nesta concentracdo, quando
com associacdo com a micafungina o potencial de inibicdo claramente é aumentado,
com excecao da espécie C. parapsilosis.

Vale destacar que a micafungina na CIM apresentou menor potencial de
inibicdo da formagédo de biofilme comparado com a inibicdo provocada pela
associagdo com linalol para as espécies C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C.
krusei. Para as espécies C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei a
micafungina na CIF apresentou capacidade de inibicdo semelhante a micafungina na
CIM.

Os resultados indicam que a associacao linalol-micafungina apresenta ser
mais eficaz na inibicdo da formacdo de biofilme das espécies de Candida, quando
comparado com o linalol e micafungina isolados na CIF, evidenciado pela
porcentagem de inibicdo (Figura 38), além disso, a associacdo apresenta efeito
semelhante de inibicdo promovida pelo linalol na CIM, s6é que em concentracbes

sub-inibitérias.
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Figura 37 — Percentual de Inibicdo na formacéo do biofilme de espécies de Candida apds exposi¢éo a associagdo linalol-micafungina
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O efeito da associacao linalol-anfotericina B (Figura 39) sobre a formacao de
biofilme de espécies de Candida foi evidenciado pela porcentagem de inibicdo que
variou de 24 a 76 %, sendo a maior porcentagem de inibicdo observada para a
espécie C. albicans e a menor inibicdo para a espécie C. krusei.

Para esta associagdo, o linalol na concentracdo da CIM foi mais eficaz na
inibicdo da formacédo de biofilme quando comparado com o tratamento com o linalol
na concentracdo da CIF para todas as espécies, com excecdo da cepa C. krusei.
Para os biofilmes das espécies C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata LFBM 04B, C.
parapsilosis e C. krusei, o linalol na CIM teve o mesmo efeito de inibicdo quando
comparado com a associac¢ao linalol-anfotericina B.

Para todas as cepas de Candida ensaiadas, tanto o linalol como a anfotericina
B isolados, na CIF, mostraram resultados de porcentagem de inibicdo bem inferiores
do que a associacdo, indicando que quando estdo em associacdo, o linalol e
anfotericina B apresentam maior potencial de inibicdo de formacao de biofilme, do
gue quando estéo isolados na CIF.

Diante dos biofilmes das espécies de C. albicans, C. glabrata LFBM 04B, C.
krusei e C. tropicalis, o efeito da anfotericina B nas concentracdes de CIM e CIF,
foram semelhante entre si. Entretanto sobre as espécies C. parapsilosis e C.
glabrata ATCC 90030, a concentracdo da CIM da anfotericina B teve maior

porcentagem de inibicdo do que a CIF.
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Figura 38 — Percentual de Inibicdo na formacao do biofilme de espécies de Candida apds exposi¢éo a associacgao linalol-anfotericina B
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112

Para a todas as associagfes, as maiores porcentagens de inibicdo da
formacao de biofilme foram observadas diante da espécie C. albicans, onde todas as
associacoOes tiveram efeito de inibicdo semelhante, cuja porcentagem de inibicao foi
superior a 70 % (Figura 40).

Diante das espécies C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, e das duas
cepas de C. glabrata, as associacdes de linalol-fluconazol e linalol-anfotericina B,
apresentaram maior potencial de inibicdo da formacdo de biofilme, enquanto que
para a cepa C. krusei a associacao linalol-micafungina foi mais eficaz, evidenciado
pela porcentagem de inibicao.

Figura 39 — Inibicdo de formagdo de biofilme entre as associa¢cdes de linalol com fluconazol,
micafungina e anfotericina B
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Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; ATCC — American
Type Culture Collection; (*) - existe diferenca significativa (p valor < 0,05). Fonte: A autora (2021).

Quando comparadas as demais associagOes, a associacao linalol—
micafungina apresentou o menor potencial de inibicdo na formacéo do biofilme das
espécies de Candida. Entretanto, esta associacdo foi a mais ativa sobre a inibicao

do biofilme de C. krusei, cujo percentual foi de 20%.
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5.7 ATIVIDADE DO LINALOL E DE SUAS ASSOCIACOES COM ANTIFUNGICOS
SOBRE BIOFILME FORMADO DE ESPECIES DE CANDIDA

O linalol, em concentracdo equivalente a CIM, foi capaz de reduzir entre 15 a
84 % a biomassa do biofilme formado das espécies de Candida. O efeito maior
desta inibicao foi sobre o biofilme de C. albicans e C. parapsilosis (Figura 41). Sobre
espécies de C. glabrata ATCC 90030 e C. tropicalis LFBM 3769, o linalol apresentou
menor percentual de redugdo de biofilme, mesmo assim, o potencial de inibi¢cdo foi
acima de 30 %.

Os resultados indicam que o linalol em CIM tem atividade antibiofilme sobre
biofiilmes formados de espécies de Candida ensaiadas, com destaque para as
espécies C. albicans e C. parapsilosis, cuja inibicdo foi da ordem de acima de 70 a
85 %.

Figura 40 — Atividade do linalol sobre o biofilme formado sobre espécies de Candida
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Legenda: LFBM — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; ATCC — American
Type Culture Collection; (*) - existe diferenca significativa (p valor < 0,05). Fonte: A autora (2021).

Os resultados de atividade sobre biofilmes formados da associacéo do linalol-
fluconazol demonstraram que existe uma reducéo da biomassa do biofilme formado
de todas as espécies de Candida, cujos percentuais variaram de 7 a 78 %. A maior

inibicdo foi obtida apos exposicdo dessa associagcdo ao biofilme de C. albicans e a
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menor inibicdo sobre C. glabrata ATCC 90030 (Figura 42). Para a maior parte das
espécies de Candida, as associacdes mostraram sobre seus biofilmes, efeitos
semelhantes aqueles obtidos com o linalol na CIM.

O linalol na CIF apresentou uma inibicdo do biofilme formado semelhante
aguela induzida pelo linalol na CIM. Para a maioria das cepas, a associagao linalol-
fluconazol foi mais eficaz para a atividade diante de biofilmes formados, do que o
linalol e o fluconazol em suas CIFs. Um efeito semelhante foi observado para a
associacao linalol-micafungina sobre Candida tropicalis e Candida parapsilosis
(Figura 43). Para as cepas de Candida glabrata, ndo foi observado um efeito
superior da associacdo linalol-micafungina quando comparado aos compostos
avaliados isoladamente.

A associacao linalol-micafungina apresentou atividade antibiofilme sobre C.
albicans, C, parapsilosis e C. tropicalis com percentuais de inibicdo acima de 30 %

apresentando menor atividade diante do biofilme das duas cepas de C. glabrata.
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Figura 41 — Atividade da associac¢éo linalol-fluconazol sobre o biofilme formado de espécies de Candida
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Figura 42 — Atividade da associacgéo linalol-micafungina sobre o biofilme formado de espécies de Candida
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A atividade associacéao linalol-anfotericina B sobre o biofilme formado da esta
apresentada na figura 44. Assim como nas demais associacdes avaliadas, o linalol
na CIM apresentou maior percentual de reducéao do biofilme formado das espécies
de Candida quando comparado com a reducao provocada pela associacao.

Para todas as espécies de Candida, o linalol e a anfotericina B na
concentracdo da CIF, foram capazes de inibir biofilme formado em proporcdes iguais
ou superiores aquelas obtidas para a sua associacdo. Esta associacdo efeitos
distintos foram observados entre as espécies de Candida avaliadas quando estas
foram comparadas ao efeito induzido pelo linalol na CIF e anfotericina B na CIM e na
CIF.

Sobre a C. albicans, o linalol na CIF exibiu o mesmo efeito de reducdo do
biofilme que a anfotericina B avaliada na CIM e na CIF e maior que a sua
associagao. Os tratamentos do biofilme formado de C. tropicalis com o linalol na CIF,
anfotericina B nas duas concentracdes e sua associacao foram semelhantes quando
comparadas entre si.

Somente para C. parapsilosis, a associacdo de linalol-anfotericina B
apresentou um percentual de reducao do biofilme superior quando comparado com
a reducéo induzida pelo linalol na CIF e pela anfotericina B.

As cepas de C. glabrata apresentaram as menores reduc¢des do biofilme apos
tratamento com linalol na CIM ou com a associacao linalol-anfotericina B quando as

demais espécies de Candida.
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Figura 43 — Atividade da associacgéao linalol-anfotericina B sobre o biofilme formado de espécies de Candida
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Os efeitos das reducdes do biofilme formado das espécies de Candida apos
exposicdo as associacfes de linalol-fluconazol, linalol-micafungina e linalol-
anfotericina B estdo apresentados na figura 45.

O resultado mais relevante foi observado com a associacéo linalol-fluconazol
sobre C. albicans. Esta associacdo induziu uma reducdo na biomassa do biofilme
formado de 77%.

Nas C. parapsilosis e C. glabrata LFBM 04B a associacédo linalol-fluconazol
também foi capaz de reduzir de forma mais eficaz o biofilme, que a associacao

linalol-anfotericina B.

Figura 44 — Atividade das associacdes do linalol-anfungicos sobre o biofilme formado espécies de
Candida
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Legenda: LFBM - Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; ATCC — American
Type Culture Collection; (*) - existe diferenca significativa (p valor < 0,05). Fonte: A autora (2021).

A associagao mais eficaz na reducdo da biomassa do biofilme de C. tropicalis,
foi linalol-micafungina, seguida por linalol-fluconazol. Ao comparar os efeitos
causados por estas associacdes sobre o biofiime de C. glabrata ATCC 90030 foi
observado que n&o houve diferenca entre elas. Os efeitos das associacbes de
linalol-micafungina e linalol-anfotericina B sobre a reducdo do biofiime de C.
albicans, C. glabrata LFBM 04B e C. glabrata ATCC 90030 ndo apresentaram

diferenca quando comparados entre si.
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5.8 EFEITO CITOTOXICO DO LINALOL E DE SUAS ASSOCIACOES COM
ANTIFUNGICOS

A citotoxicidade do linalol e de suas associacbes com os antifungicos
fluconazol, cetoconazol, itraconazol, terconazol, micafungina e anfotericina B sobre
linhagens de células Vero e células L929 estdo apresentados na figura 46 (A e B,
respectivamente).

As concentragdes do linalol bem como de suas associagdes foram escolhidas
com base nos resultados dos ensaios de combinacdo, pelo método checkerboard.
Estas concentracdes apresentaram efeito sinérgico para a maioria das espécies de
Candida.

As associacdes ndo apresentaram citotoxidade sobre células Vero e células
L929. Quando estes resultados foram comparados ao controle positivo, Paclitaxel
10ug/mL, foi observada diferencas significativas.

As associac¢oes linalol-itraconazol, linalol-terconazol, apresentaram uma baixa
citotoxicidade sobre as células Vero, cujo percentual de inibicdo variou de 12 a 14 %.
Quando comparados entre si estes os resultados néo foram diferentes entre si.

As associacdes linalol-micafungina e linalol-cetoconazol, ndo apresentaram
efeito citotoxico sobre as células (Figura 46A).

A associacdo que apresentou maior inibicdo das células Vero foi linalol-
anfotericina B, cujo percentual de inibicdo foi de 17 % o que é considerado como
sendo uma associacéo de baixa citotoxicidade.

As associacoes de linalol-terconazol e linalol-anfotericina B ndo foram téxicas
sobre as células L929. As associac¢des linalol-fluconazol, linalol-itraconazol e linalol-
cetoconazol apresentaram efeitos semelhantes sobre as células L929 com inibi¢édo
celular variando de 12 a 15%.

Todas as associacdes apresentaram baixo efeito citotoxico sobre as duas
linhagens celulares quando comparada ao efeito toxico provocado pelo controle
positivo. As associacdes linalol-cetoconazol, linalol-terconazol, linalol-micafungina e
linalol-anfotericina B, ndo apresentaram citotoxicidade sobre as linhagens celulares

avaliadas.
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Figura 45 — Atividade citotoxica das associagfes de linalol-antifingicos sobre as linhagens celulares: (A) células Vero e (B) células L929
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O linalol, em concentragBes sub-inibitorias, apresentou maior porcentagem de
inibicdo das células Vero e células L929 na concentracdo de 256 pg/mL. Apesar de
apresentar a maior porcentagem de inibicdo nesta concentracéao (32,31 % e 19,47
%, respectivamente), ao ser comparado com a inibicdo promovida pelo controle
paclitaxel (10 pug/mL), pode-se inferir que o linalol (256 pg/mL) ainda apresenta baixa
citotoxicidade diante destas células. As concentracfes mais baixas de linalol (128 e
64 pg/mL) apresentaram baixa ou nenhuma inibicdo das linhagens celulares
testadas (Figura 47).

O linalol e as suas associacbes com o0s antifungicos avaliadas em
concentracfes sub-inibitérias, apresentaram pouca toxicidade sobre as células Vero
e L929 quando comparado com a inibicdo provocada pelo controle positivo utilizado.

Vale ainda destacar que, ao comparar os resultados da citotoxicidade do
linalol na concentracédo de 256 pg/mL e do linalol em associagédo com fluconazol e
itraconazol diante de células Vero, foi possivel observar que, apesar de o linalol
estar na concentracdo de 256 pug/mL nestas associacdes, a porcentagem de inibicdo
foi menor quando comparada com o linalol isolado. Este mesmo efeito foi observado
diante das células L929, com o linalol isolado em 32 pg/mL e as associacbes de
linalol com micafungina e anfotericina B, além do linalol isolado em 128 ug/mL e a
associacao de linalol e terconazol, onde o linalol isolado apresentou maior inibicao
da linhagem L929, quando comparada a inibicdo das associacfes, mesmo estando

na mesma concentracao.
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Figura 46 — Citotoxicidade do linalol sobre as linhagens celulares: (A) células Vero e (B) células L929
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6 DISCUSSAO

A presenca de atividade de compostos sobre do género Candida é bastante
relevante uma vez que este género é relatado como a terceira causa das infec¢des
sanguineas que requerem cuidados de saude (PAPPAS et. al, 2018). A C. albicans
continua sendo a espécie mais comumente encontrada nas infec¢cdes causadas pelo
género Candida, o que corresponde a 65,3 %, ao redor do mundo, sendo relatada
resisténcia ao fluconazol de 1,4 % dessas cepas (PFALLER et. al, 2010;
RODRIGUES et. al, 2017). Espécies de Candida ndo-albicans também passaram a
ser isoladas e relatadas em diagndsticos, resultados de outro estudo indicaram que
as espécies de C. ndo-albicans mais relatadas por causarem candidiase foram a C.
glabrata (10,2 % a 11,7 %), C. tropicalis (5,4 % a 8,0 %) e C. parapsilosis (4,8 % a
5,6 %), havendo um aumento de 68,7 % nos indices de candidiase causada por C.
glabrata com susceptibilidade diminuida ao fluconazol (PFALLER et. al, 2010;
GUINEA, 2014).

Diante da importancia clinica das infec¢cdes causadas pelo género Candida,
além do aumento do isolamento de espécies resistentes aos antifingicos,
principalmente a classe dos azdlicos, atrelado a existéncia de poucas opcdes
terapéuticas para o tratamento das infeccOes, existe interesse na busca de
moléculas que apresentam, além da atividade diante desses micro-organismos
possam também reverter a resisténcia aos agentes antifungicos de administracédo
clinica, resultando em esquemas terapéuticos mais eficientes.

Os monoterpenos limoneno e eucaliptol apresentaram CIM maior que 1.024
ug/mL, diante da maioria das cepas de espécies de Candida ensaiadas neste
estudo. Estudos anteriores demonstraram atividade destes monoterpenos sobre
cepas de Candida, obtidas de colecbes de micro-organismos, bem como de
amostras de clinicas. Um destes estudos foi o realizado por Thakre e colaboradores
(2018), no qual o limoneno foi capaz de inibir in vitro, o crescimento de cepas de C.
albicans sensiveis ao fluconazol, bem como apresentou atividade diante do biofilme
e sinergismo com fluconazol diante destas cepas.

Mundz e colaboradores (2020), também relataram atividade do limoneno
sobre de cepas de C. albicans isoladas de secrecédo vaginal e sobre diferentes
espécies de Candida sensiveis ao fluconazol. Esses autores observaram a atividade

in vivo do limoneno pela reducéo da carga fungica em camundongos induzidos com
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candidiase vaginal.

O eucaliptol também apresentou atividade sobre diferentes espécies de
Candida sensiveis ao cetoconazol, apresentando altos valores de CIM que variaram
de 4 a 46 mg/mL, com relatos também da ac&o antibiofiime e na formacéo de tubo
germinativo de C. albicans (IVANOV et. al, 2021).

Dessa forma, o perfil de sensibilidade dos micro-organismos e a concentracao
do composto foi um fator determinante na avaliacdo da atividade dos monoterpenos
limoneno e eucaliptol, de acordo com os dados de literatura. Ao passo que, sobre
espécies de Candida sensiveis aos antifingicos convencionais estes compostos
apresentaram atividade anti-Candida, diferentemente deste estudo, onde a cepas
ensaiadas foram resistentes a todos os azoélicos e estes compostos apresentaram
valores de CIM acima de 1.024 pg/mL.

Neste estudo, o linalol foi selecionado como o monoterpeno mais ativo sobre
todas as espécies de Candida de importancia clinica e que apresentam importante
perfil de resisténcia aos antifungicos azolicos, sendo algumas espécies resistentes
também a micafungina.

Os dleos essenciais de diferentes espécies de plantas, contendo o linalol
como componente majoritario e o proprio o composto isolado, vém sendo relatados
ao longo dos anos por apresentarem atividades bioldgicas comprovadas. O 6leo
essencial de lavanda € um desses Oleos, conhecido por apresentar altas
concentragcdes de linalol em sua composicéo, cujos efeitos estdo consolidados no
controle da ansiedade e depressdo (DONELLI et. al, 2019). Outras atividades
biolégicas de Oleos essenciais, contendo linalol vém sendo relatadas como a
atividade antimicrobiana, anticancer, antiproliferativa, antinociceptiva, analgésica,
anti-inflamatoria e antihiperlipémica (PEREIRA et. al, 2018).

A atividade antimicrobiana do linalol tem amplo espectro de acdo sobre
espécies de bactérias (GUO et. al, 2021; LIU et. al, 2020), fungos filamentosos, com
destaque para os dermatoéfitos (PONTE et. al, 2020; SILVA et. al, 2017; LIMA et al.,
2017) espécies de Candida, especialmente sobre C. albicans (ZORE et al., 2011,
HSU et. al, 2013; CARDOSO et al., 2016; DIAS et. al, 2018).

O linalol tem acdo antifungica através da inibicdo da produgcdo do &cido
mevalbnico, que € um fator essencial da biossintese de ergosterol, pela expressao
de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase que catalisa a

conversdo de HMG-CoA neste acido, promovendo a desestabilizacdo da membrana
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plasmatica pela falta do ergosterol (CHO, et al., 2011). Esta agdo promove reducéo
da biossintese de ergosterol, parada do ciclo celular, inducdo de apoptose, estresse
oxidativo nas células de Candida e danos na funcdo da membrana citoplasmatica
(KHANE et. al, 2010; ZORE et al., 2011; CARDOSO et. al, 2016; BLASKO, et. al,
2017; MATE et al., 2017).

A acédo do linalol sobre a integridade da parede celular de Candida foi
avaliada neste estudo pelo método do sorbitol (protetor osmdético). De acordo com
Escarlate e colaboradores (2011), na auséncia de um protetor osmaético, quando um
composto age sobre a parede celular do fungo ocorre morte, porém quando existe a
presenca de um protetor osmotico ocorre protecdo da parede celular do fungo.

Um estudo anterior demonstrou que o linalol ndo age pela desestabilizacdo da
parede celular de C. albicans e C. tropicalis (SILVA, 2018), dessa forma com os
resultados do presente estudo, esta evidéncia pode ser estendida para as espécies
C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata nas quais o linalol ndo desestabilizou a
parede celular, evidenciando que a acdo do linalol esta diretamente ligada
desestabilizacdo da membrana celular destes micro-organismos, ao afetar a
formacao de ergosterol ali presente (KHANE et. al, 2010; CHO, et al., 2011; ZORE et
al., 2011; CARDOSO et. al, 2016).

Ao verificar a atividade anti-Candida do linalol sobre diferentes espécies de
Candida, obtidas de isolados clinicos as quais se mostraram resistentes aos
antifangicos azolicos e algumas também resistentes a micafungina, este estudo se
direcionou para buscar da reversdo da resisténcia dessas espécies aos azélicos,
diminuindo a CIM desses antifungicos, bem como do linalol utilizando associacfes
em concentracdes sub-inibitorias.

No presente estudo, o efeito do linalol sobre a inibicdo do crescimento das
espécies de Candida foi observado nas suas associacdes sinérgicas com 0S
azolicos fluconazol, itraconazol, cetoconazol e terconazol. Esse efeito inibitorio, em
baixas concentracfes, foi capaz de reverter a sensibilidade da maior parte das
espécies de Candida.

Este sinergismo foi destaque sobre as cepas de C. glabrata que
apresentaram reversao da sensibilidade ao fluconazol, cetoconazol e itraconazol,
uma vez que essas cepas sado conhecidas por apresentar susceptibilidade diminuida
ao fluconazol (ARENDRUP e PATTERSON, 2017).

A atividade da associacdo linalol-fluconazol ou deste azdlico com 6leos
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essenciais, contendo linalol como componente majoritario, esta de acordo com este
com este estudo (AMBER et al., 2010; ZORE et. al, 2011; CARDOSO et al., 2016;
MANOHARAN et. al, 2017). Estas pesquisas relataram associacfes sinérgicas de
linalol-fluconazol em sua maioria sobre de espécies de Candida, especialmente para
C. albicans.

O efeito sinérgico obtido entre antifungicos azdlicos e linalol pode ser
explicada pelo aumento do influxo do antifangico promovido pela fluidificacdo da
membrana causada pela ac¢&o do linalol (ZORE et. al, 2011; BLASKO, et. al, 2017).
O aumento do influxo do azolico, promovido pelo linalol, na célula fungica permite
gue o azdlico desempenhe seu mecanismo de acéo, cujo alvo € a enzima esterol do
citocromo P-450 14a- desmetilase, que converte lanosterol em ergosterol, impedindo
a completa formacdo da membrana celular (HANI, et. al, 2015; PAPPAS et. al, 2016;
PERLIN, RAUTEMAA- RICHARDSON, ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2018).

A associac¢dao linalol-anfotericina B, apresentou um efeito sinérgico que pode
ser explicado pela juncdo de mecanismos de acdo tendo como alvo a membrana
citoplasmatica das espécies de Candida. O linalol age fluidificando a membrana pela
inibicdo na producdo de ergosterol e a anfotericina B pela complexagcdo com as
moléculas de ergosterol presentes na membrana, provocando instabilidade e perda
de conteudo intracelular (PRASAD, SHAH & RAWAL, 2016; KRISTANC et al. 2019).

A falta de ergosterol na membrana é considerada um importante fator de
resisténcia das espécies de Candida a anfotericina B (DICK, MERZ e SARAL, 1980;
QUILES-MELERO e GARCIA-RODRIGUEZ, 2021), o efeito do linalol na inibicdo da
biossintese de ergosterol parece nao ter prejudicado a acdo da anfotericina B na
complexacdo com este componente de membrana celular, indicado pelo efeito
sinérgico observado com essa associacéo.

Ao combinar mecanismos de acdo diferentes, na associagédo linalol-
micafungina, também foi possivel verificar um efeito sinérgico para a maioria das
espécies de Candida e uma reversao da sensibilidade a micafungina, nas espécies
resistentes a esta equinocandina. A acdao da micafungina acontece pela inibicdo da
enzima (1,3)-p-D-glucana sintase, responsavel pela sintese do polimero (1,3)-B-D-
glucana, causando inibicdo da biossintese da parede celular e consequentemente
lise e prejuizo a integridade celular (ONISHI et al., 2000; PERLIN, 2011; EMRI et al.,
2013; PRASAD, SHAH & RAWAL, 2016).

N&o foram encontrados estudos que demonstraram sinergismo com
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consequente reversado de resisténcia em cepas de C. albicans ou C. nao-albicans
aos azolicos: cetoconazol, itraconazol e terconazol, bem como a equinocandina
micafungina e ao polieno anfotericina B, quando em associacdo nas concentracdes
sub-inibitérias com o linalol, sendo este um dos principais achados deste estudo, em
concentracgdes inferiores a CIM os antifingicos e o linalol foram capazes de reverséo
da sensibilidade das espécies de Candida.

Com estes resultados promissores surgiu o interesse de investigar o efeito
dessas associacdes sobre a formacdo do tubo germinativo, principal fator de
viruléncia de C. albicans, bem como o efeito sobre os biofilmes das diversas
espécies de Candida, que representam um importante mecanismo de resisténcia
deste género.

O efeito do linalol na inibicdo da formacé&o do tubo germinativo de C. albicans,
ja foi relatado anteriormente em outros estudos (MATE et.al, 2017; RAUT et. al,
2013; MANOHARAN et. al, 2017), bem como a inibicdo da formacdo de tubo
germinativo provocada pela acdo de concentracdes sub-inibitorias de fluconazol e
anfotericina B, (ELLEPOLA e SAMARANAYAKE, 1998; VAN'T WOUT et. al, 1990).
Entretanto, ndo foram encontrados estudos que relatassem a atividade de
associagcbes entre o linalol-fluconazol, linalol-micafungina ou linalol-anfotericina B
sobre a formagé&o do tubo germinativo de cepas C. albicans resistentes aos azdlicos.

Este estudo mostrou que as associacoes utilizadas em concentracdes sub-
inibitérias apresentaram atividade sobre na inibicdo de tubo germinativo de cepas de
C. albicans. Segundo Staniszewska (2020), a formacao de tubo germinativo é um
fator de viruléncia essencial que garante a espécie C. albicans capacidade de
adesdo, com consequente colonizacdo nas mucosas, permitindo assim, seu
crescimento invasivo e o desenvolvimento de infeccfes. Além disso, a formacéo de
tubo germinativo € reportada como responsavel pelas células de C. albicans
conseguirem escapar da agdo de macréfagos durante o processo infeccioso
(STANLEY e HURLEY, 1969; PETERSON e CALDERONE, 1977; STANISZEWSKA,
2020).

Outra importante atividade atribuida a estas associacdes foi sua atividade
sobre os biofilmes das espécies de Candida, evidenciada por sua a¢do na formacao
de biofilme, bem como sobre os biofiime formados. A atividade anti-biofilme foi
observada principalmente sobre C.albicans e em menor intensidade sobre C.

glabrata.
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A atividade do linalol sobre a formacédo do biofilme de espécies de Candida foi
relatada anteriormente por estudos anteriores (HSU et al. 2013; CARDOSO et. al,
2016; SOUZA et al., 2016), bem como sobre sua acdo sobre o biofilme formado
(HSU et al. 2013; SOUZA et al., 2016; MANOHARAN et. al, 2017).

Souza e colaboradores (2016) relataram que o linalol, na concentracédo de
1.000 pg/mL, foi capaz de inibir em 50 % a formacao de biofilme de C. tropicalis e
gue atividade sobre o biofilme formado foi em torno de 50 %. Estes resultados
corroboram aos encontrados neste estudo sobre a mesma espécie e utilizando
concentracdo do linalol muito préxima.

Os dados encontrados neste estudo estdo de acordo com os resultados
publicados anteriormente cuja atividade do linalol diante da formacao do biofilme de
C. albicans foi relatada na concentracdo de 0,05 % com inibicdo de cerca de 80 %
da formag¢ &o de biofilme, bem como também foi definida esta mesma acgéo pela
combinacdo de linalol e fluconazol, diante de cepa sensivel a fluconazol
(MANOHARAN et. al, 2017).

A inibicdo na formacdo de biofilmes esta diretamente relacionada com a
transicdo da forma de blastoconideo para hifas (KAVANAUGH et al. 2014). Esta
afirmativa corrobora com os resultados do presente estudo, 0os quais demonstraram
gue o linalol ou suas associacfes com antifungicos sao capazes de inibir a formacao
de tubo germinativo de C. albicans, como também inibicdo da formacéo de biofilme
ou do biofilme ja formado em diversas espécies de Candida.

De acordo com Koo e colaboradores (2017), a formagéao de biofilme por cepas
de Candida é relatada como uma das principais causas de resisténcia a uma ou
mais classes de antifingicos e essa resisténcia representa um importante desafio
para o tratamento dessas infeccOes. Esse relato corrobora aos resultados
encontrados nesse estudo, uma vez que as espécies de Candida se mostraram
resistentes aos azolicos e algumas espécies a micafungina, e em sua grande
maioria produziram biofilmes.

Até o presente, ndo se tem conhecimento de publicacdes a cerca da atividade
das associacdes do linalol com antifungicos, em concentracdes sub-inibitorias, sobre
a inibicdo na formacdo de biofiimes e sobre o biofilme formado de espécies de
Candida resistentes aos azoilcos.

A atividade das associacbes do linalol com antifungicos sobre células

plancténicas bem como sobre os biofilmes, contribuem para abrir uma nova
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perspectiva para novos tratamentos buscando redugdo da toxicidade. Esse
pensamento anterior que indicou a necessidade de estudos de combinac¢dao in vitro,
com o objetivo de reduzir a concentracao de linalol e dos antifiungicos, mantendo a
atividade anti-Candida, porém buscando reducdo da toxicidade (SINGULANI et. al,
2018).

Neste estudo, ndo foi observada citotoxicidade do linalol e de suas
associacbes com fluconazol, itraconazol, cetoconazol, terconazol, micafungina e
anfotericina B frente as células Vero (células renais de macaco-verde africano) e
L929 (fibroblasto de camundongos), com destaque para as combinagdes de linalol
com cetoconazol, micafungina e anfotericina B. Estes resultados corroboram aos
estudos realizados por Souza et al. (2016); Singulani et. al (2018) e Cardoso et. al
(2016), que relataram ndo encontrar efeito citotoxico diante das linhagens celulares
GMO07492A (fbroblastos de pulmao humano), V79 (fibroblastos de pulm&o de
hamster) e RAW 264.7 (macréfagos de ratos), respectivamente, em concentracdes
de 32 a 64 pg/mL. Além disso, Singulani et al. (2018) ainda relataram ndo encontrar
genotoxicidade pelo protocolo de formagdo de micronucleos e embriotoxicidade do
linalol diante de zebrafish em concentracdes de 32 a 64 pug/mL.

A citotoxicidade dos agentes antifungicos sobre as células renais de macaco-
verde africano (células Vero) foi relatada anteriormente por Correa e colaboradores
(2018), que apresentarm alta toxicidade do fluconazol com 85 % de inibicdo de
células Vero na concentracao de 1306 pM.

Kagan e colaboradores (2012) relataram alta toxicidade da anfotericina B
sobre células Vero, onde cerca de 4 ug/mL de anfotericina B foi capaz de inibir cerca
de 30 a 35 % dessas células. Os resultados encontrados neste estudo
demonstraram que a anfotericina B na concentracdo de 0,25 pg/mL, associada ao
linalol (32 pg/mL) apresentou baixa citotoxicidade diante de células Vero com
inibicdo de 17 % desta linhagem celular.

A reducédo da citotoxicidade da anfotericina B € um dado importante quando
analisamos a nefrotoxicidade deste antifingico, que segundo Cavassin e
colaboradores (2021) €é um fator limitante do uso deste antifungico em
concentragcbes terapéuticas. Além disso, as concentragdes sub-inibitérias em
associacdo foram capazes de inibir das espécies de Candida, a formagédo do tubo
germinativo e o biofilme, provando que o estudo de associa¢cdes com antifingicos

convencionais sao importantes na busca da reducédo da concentracdo terapéutca
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eficaz e da toxicidade destes agentes.

A atividade das associa¢des linalol-antifungicos avaliadas em concentracdes
sub-inibitérias representam um achado importante deste estudo, uma vez que ficou
evidente que estas associacdes sdo capazes de reverter a sensibilidade da maioria
das cepas de Candida, inibir da formacao de tubo germinativo de C. albicans, inibir a
formacdo de biofilme, além de desestruturar os biofilmes formados pelas espécies
de Candida, apresentando baixa citoxicidade diante de linhagens celulares Vero e
L929.
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CONCLUSAO

o As cepas das espécies de Candida ensaiadas neste estudo apresentaram
resisténcia aos azdélicos e sensibilidade a classe dos polienos

(anfotericina B e nistatina) pelo método de disco difusdo em meio soélido.

o O linalol demonstrou melhor atividade diante de cepas de Candida
albicans e Candida n&o-albicans ensaiadas neste estudo, quando

comparado com 0s monoterpenos eucaliptol e limoneno;

o O monoterpeno linalol apresentou atividade anti-Candida in vitro obtidas

de amostras clinicas e resistentes a antifungicos azélicos;

o As associagfes de linalol com fluconazol, cetoconazol, itraconazol,
terconazol, micafungina e anfotericina B apresentam em sua maioria com
efeito sinérgico sobre espécies de Candida, sendo que nenhuma das

associacfes apresentou efeito antagbnico;

o O linalol ndo tem como alvo de acédo a parede celular das espécies de
Candida;

o O linalol na concentragéo da CIM e as associagdes in vitro de linalol com
fluconazol, micafungina e anfotericina B atuam na inibicdo da formagé&o de
tubo germinativo de cepas de Candida albicans resistentes aos

antifangicos azolicos;

o O linalol avaliado na CIM, em concentracdes sub-inibitérias e as
associagoes in vitro de linalol com fluconazol, micafungina e anfotericina
B tem potencial de reducéo da formacédo de biofilme e atividade diante de
biofiilmes formados de espécies de Candida, especialmente para C.

albicans e C. parapsilosis;

o O linalol na concentragdo da CIM, bem como em concentragdes sub-
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inibitérias, isolado e em combinagdo com os antifingicos azdlicos,
micafungina e anfotericina B ndo apresentou citotoxicidade diante das

linhagens celulares Vero e L929;

Este estudo apresenta resultados preliminares de atividade do linalol
diante de cepas de diferentes espécies de Candida resistentes aos
azéblicos, dessa forma sdo necessarios estudos de tecnologia
farmacéutica, estudos de formulacfes e vias de administracdo, além de
ensaios clinicos mais aprofundados para que os produtos testados sejam
aplicados como tratamento de infeccOes causadas por cepas de Candida.
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APENDICE B — ISOBOLOGRAMAS DAS ASSOCIACOES DE LINALOL COM ANTIFUNGICOS SOBRE Candida albicans
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Resumo

Género Candida € encontrado vivendo de forma simbionte na microbiota da mucosa reprodutiva e gastrointestinal de
50-70% dos individuos sauddveis, em determinadas condi¢des esses micro-organismos podem se tornar patogénicos, a
ponto de se tornar a terceira causa das septicemias ao redor do mundo. Podem causar infecgdes superficiais, atingindo
mucosas e pele, bem como infec¢des mvasivas, em orgdos e tecidos profundos como intestino, pulmio e sangue. A
espécie mais 1solada em infecgdes causadas pelo género é a Candida albicans, porém é cada vez mais recorrente o
1solamento de espécies de Candida ndo-albicans, como: C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis. Além
disso, C. albicans e espécies de C. ndo-albicans vém sendo cada vez mais relatadas pelo aparecimento de resisténcia
aos anfifimgicos de uso clinico, dificultando o tratamento de infecgdes causadas por estas cepas. Este trabalho teve
como objetivo reunir informagdes atualizadas sobre o género Candida sobre fatores de viruléncia, epidemiologia,
candidiase, tratamentos e mecanismos de resisténeia

Palavras-chave: Candida albicans; C. ndo-albicans; Candidiase; Fatores de viruléncia; Mecanismos de resisténcia.

Abstract

The genus Candida 1s found symbiotically living in the microbiota of the reproductive and gastrointestinal mucosa of
50-70% of healthy individuals, under certain conditions these microorganisms can become pathogenic, to the point of
becoming the third cause of septicemia worldwide. They can cause superficial infections, affecting mucous
membranes and skin, as well as invasive infections, in organs and deep tissues such as intestines, lungs and blood. The
most isolated species in infections caused by the genus 15 Candida albicans, however the isolation of species of
Candida non-albicans, such as C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis and C. parapsilosis 1s increasingly recurrent. In
addition, C. albicans and C. non-albicans species have been increasingly reported due to the emergence of resistance
to antifungal agents for clinical use, making it difficult to treat infections caused by these strains. This work aimed to
gather updated information about the genus Candida on virulence factors, epidemiology, candidiasis, treatments and
resistance mechanisms.

Keywords: Candida albicans; C. non-albicans; Candidiasis; Virulence factors; Resistance mechanisms.

Resumen

El género Candida se encuentra viviendo simbidticamente en la microbiota de la mucosa reproductiva y
gastrointestinal de 50-70% de individuos sanos, bajo ciertas condiciones estos microorganismos pueden volverse
patdgenos, hasta el punto de convertirse en la tercera causa de septicemia a mvel mundial . Pueden causar mfecciones
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Resumo

As bactérias se organizam de forma agregada numa matriz extracelular, chamada biofilme, estrutura que confere
protegdo a bactéria a agdo dos antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro. Assim, Pseudonionas aeruginosa, é
classificado como um micro-organismo oportunista, responsével por causar altos nimeros de infecgdes hospitalares
devido a resisténcia bacteriana desenvolvida por fatores de viruléncia como o biofilme, controlados por o sistema
quorum sensing. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi descrever a comunicagdo das células bacteriana para
formacgdo do biofilme por P. aeruginosa. durante o processo de colonizagdo e infec¢do no hospedeiro. Seguiu-se a
metodologia de uma revisdo narrativa, com base nos artigos publicados entre os anos de 2000 e 2020, indexados na
Biblioteca Virtual em Satde (BVS), utilizando para busca os descritores: “quorum sensing”, "Pseudonionas
aeruginosa”, "biofilm", "virulence factors", "Flagella", "pili", "bacterial adhesion" "polvsaccharide” "adhesins" e
"biofilm mairix”. Foram selecionados artigos publicados na integra, em inglés, entre os anos de 1990 e 2020. Foram
excluidos artigos incompletos, duplicados e trabalhos académicos como teses e dissertagdes. Evidenciou-se que a
resisténcia bacteriana de P. aeruginosa aos antibidticos estd relacionada a sua alta capacidade de adaptacdo a
ambientes hostis e aos mecanismos de resisténcia desenvolvidos pela espécie, especialmente a formacado do biofilme
bacteriano pelo sistema quorum sensing a partir da biossintese de moléculas autoindutoras como: N-3-oxo-dodecanoil
homoserina lactona, N-butanoil-homoserina lactona e 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona, responséveis por mediar a
produgio dos fatores de viruléncia. Esta revisdo abordou os aspectos gerais que envolve a patogenicidade oriunda da
comunicagiio bacteriana durante o seu processo de colonizagao.

Palavras-chave: Fatores de viruléncia; Biofilme: Resisténcia bacteriana a antibioticos; Infecgéo hospitalar.

Abstract

The bacteria are organized in an aggregated form in an extracellular matrix, called biofilm, a structure that gives
protection to the bacteria, the action of antimicrobials and the hosts inumune response. Therefore, Psendomionas
aeruginosa, 1s classified as an opportunistic microorganism. responsible for causing high numbers of nosocomial
infections due to bacterial resistance developed by virulence factors such as biofilm, controlled by the quorum sensing
system. Thereby, the objective of this work was to describe the communication of bacterial cells for the formation of
biofilm by P. aeruginosa. during the process of colonization and infection in the host. This was followed by the
methodology of a narrative review, based on articles published between 1990 and 2020, indexed in the Biblioteca
Virtual emn Satide (BVS), using the descriptors: “quorum sensing”, "Pseudomonas aeruginosa", "biofilm", "virulence
factors", "Flagella", "pili", "bacterial adhesion" "polysaccharide” "adhesins" and "biofilm matrix". Articles published
in full. in English, between 2000 and 2020 were selected Incomplete articles, duplicates and academic papers such as
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