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RESUMO

Candida auris foi identificada pela primeira vez no Japao ha mais de uma década. Desde entao,
foi relatada em todos os continentes e tem se tornado uma ameaca global devido a sua rapida
capacidade de desenvolver resisténcia a todas as classes de antifungicos (azolicos, polienos e
equinocandinas), comprometendo o tratamento das infecgdes. Também apresenta menor
susceptibilidade aos desinfetantes hospitalares, facilitando sua permanéncia nesses locais. Em
2020 foi relatado o primeiro surto no Brasil, e desde entdo foram notificados mais de 70 casos
em todo o pais. Neste cendrio, os produtos naturais tém sido amplamente estudados a fim de
encontrar moléculas com potencial antimicrobiano. Poucos produtos com acdo antifungica
foram aprovados nas Ultimas décadas por conta da citotoxicidade em células humanas. O
eugenol e cinamaldeido apresentam acdo antimicrobiana contra varias espécies de Candida.
Assim, 0s objetivos deste estudo foi avaliar a acdo destes compostos em isolados clinicos de C.
auris através de testes de sensibilidade de microdiluicdo em caldo, bem como verificar os
possiveis mecanismos de acdo desses compostos através de analise protebmica. Ambos o0s
produtos apresentaram uma acdo fungicida em concentracGes variando entre 31,25 e 250
Hg/mL. Os produtos apresentaram acgdo sinérgica combinados entre si e em combinagdo com o
itraconazol. Eugenol e cinamaldeido reduziram a producdo de biomassa de biofilme em mais
de 50%, entretanto, a biomassa de biofilme foi aumentada para a maioria dos isolados quando
tratados com ambos os produtos. O eugenol ndo apresentou citotoxicidade nas concentragdes
em que inibe o crescimento da levedura. Por outro lado, o cinamaldeido se mostrou mais
citotoxico nas concentragdes em que houve inibicdo do crescimento, causando uma reducgédo da
viabilidade celular de até 95% na concentracdo de 500 pg/mL. A analise proteébmica
demonstrou que o mecanismo de acdo de eugenol e cinamaldeido possivelmente esta
relacionada a biossintese de ergosterol. Os resultados desse estudo sugerem que o eugenol pode
ser um candidato para o desenvolvimento de formulagOes para o tratamento de infecgdes
causadas por C. auris. Devido a elevada citotoxicidade e reatividade do cinamaldeido, esse
composto poderia ser estudado como possiveis formulacdes de desinfetantes e seus derivados
avaliados em relacéo a seguranca.

Palavras-chave: Atividade antifungica, C. auris, Cinamaldeido, Eugenol, Multirresisténcia,
Produtos Naturais.



ABSTRACT

Candida auris was first identified in Japan more than a decade ago. Since then, it has
been reported on all continents and has become a global threat due to its rapid ability to develop
resistance to all classes of antifungals (azoles, polyenes and echinocandins), compromising the
treatment of infections. It is also less susceptible to hospital disinfectants, making it easier to
stay in these places. In 2020, the first outbreak was reported in Brazil, and since then more than
70 cases have been reported across the country. In this scenario, natural products have been
widely studied in order to find molecules with antimicrobial potential. Few products with
antifungal action have been approved in recent decades due to their cytotoxicity in human cells.
Eugenol and cinnamaldehyde have antimicrobial action against several Candida species. So,
the objectives of this study were to evaluate the action of these compounds on clinical isolates
of C. auris through broth microdilution sensitivity tests, as well as to verify the possible
mechanisms of action of these compounds through proteomic analysis. Both products showed
a fungicidal action at concentrations ranging between 31.25 and 250 pg/mL. The products
showed synergistic action combined with each other and in combination with itraconazole.
Eugenol and cinnamaldehyde reduced biofilm biomass production by more than 50%, however,
biofilm biomass was increased for most isolates when treated with both products. Eugenol did
not show cytotoxicity at concentrations at which it inhibits yeast growth. On the other hand,
cinnamaldehyde was more cytotoxic at concentrations where growth was inhibited, causing a
reduction in cell viability of up to 95% at a concentration of 500 pg/mL. Proteomic analysis
demonstrated that the mechanism of action of eugenol and cinnamaldehyde is possibly related
to the biosynthesis of ergosterol. The results of this study suggest that eugenol may be a
candidate for the development of formulations for the treatment of infections caused by C.
auris. Due to the high cytotoxicity and reactivity of cinnamaldehyde, this compound could be
studied as possible formulations of disinfectants and their derivatives evaluated for safety.

Keywords: Antifungal activity, C. auris, Cinnamaldehyde, Eugenol, Multidrug resistance,

Natural Products.
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1 INTRODUCAO

1.1 Candida auris

Candida auris foi identificada pela primeira vez no canal auditivo de uma paciente no
Japao em 2009 (Satoh et al., 2009). No mesmo ano, foram reportados 15 isolados em pacientes
com otite média na Coréia do Sul (Kim et al., 2009). A partir de entdo foi identificada em todos
0s continentes, e se tornou uma ameaga global, ocasionando infec¢Ges invasivas e surtos em
unidades de satde (Chowdhary et al., 2017; Sears e Schwartz, 2017).

Surgiu de forma simultanea e independente em quatro regides distintas no planeta. Os
isolados sdo classificados em 5 clados geograficos: clado I, do Sul asiatico, clado I, do Leste
asiatico, clado 111, da Africa do Sul, clado 1V, da América do Sul e clado V, do Ir4. Os isolados
de diferentes clados diferem em dezenas de milhares de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs). Entretanto, em um mesmo clado, os isolados séo praticamente indistinguiveis entre
eles em relacdo ao genoma. O ancestral comum mais recente de trés dos cinco clados é datado
de 1980 (Chow et al., 2020; Mufioz et al., 2021; Ruiz e Lorenz, 2020).

Os isolados dos clados I, 111 e 1V séo associados a uma maior prevaléncia de infecgdes
multirresistentes e surtos em unidades de salde. Esses isolados apresentam pelo menos uma de
trés mutagdes (Y132F, K143R e F126L) no alvo dos azolicos. Os isolados dos clados | e 1V
também apresentam mutacdes no gene que codifica a expressdo das bombas de efluxo. Cerca
de 7% dos isolados dos clados I, Il e 1V também apresentam resisténcia as equinocandinas.
Por outro lado, o clado Il estad mais associado as infec¢es no canal auditivo e apresenta maior
susceptibilidade aos farmacos antifingicos e aos desinfetantes e sdo mais sensiveis a estressores
ambientais (Mufioz et al., 2021).

As mudancas climéticas provavelmente sdo responsaveis pela emergéncia de C. auris
como patdgeno causador de infeccBes em humanos. Acredita-se que a levedura superou a
barreira térmica dos mamiferos como adaptacdo ao aquecimento global e temperaturas mais
elevadas dos reservatérios ambientais. Possivelmente, foi transportada de areas Umidas ou
ecossistemas costeiros por animais migratérios, como as aves, para outras areas do planeta onde
ocorreram colonizagdes em humanos (Garcia-Bustos et al., 2021). Arora et al. (2021) isolaram
C. auris em um pantano e uma praia arenosa na india, sugerindo uma associacio com o
ecossistema marinho. Escanddn (2022) isolou C. auris em estuarios na Colémbia. Isolados
obtidos em locais onde ndo hé atividade humana apresentam susceptibilidade aos antifungicos
e crescimento mais lento a 37°C e 42°C, sugerindo que essa levedura rapidamente se adaptou
as temperaturas mais elevadas.
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O reservatorio ambiental de C. auris ainda é desconhecido, seu modo de transmissdo
também € desconhecido e ainda ndo definido, mas sabe-se da presenca da levedura em
ambientes nosocomiais com risco de transmissado horizontal entre os pacientes (Brasil, 2017).

Dentro dos fatores que contribuem para a transmissao € de relevancia a colonizacao
prolongada de doentes clinicos e de triagem e a contaminacdo ambiental. A colonizacédo
persistente das pessoas afetadas e a falta de um regime de descolonizagéo resultam num grande
reservatorio de pessoas que transportam o organismo, sendo que a falta de medidas de controle
da infeccdo amplifica todo o processo (Adams et al., 2018). Estudos mostram que ainda
existem duvidas no que diz respeito ao tempo que individuos podem permanecer colonizados e
nas medidas que podem ser eficazes para reducdo da carga fangica (Berkow et al., 2017; Khan
etal., 2017; Tsay et al., 2018).

Embora C. auris colonize preferencialmente a pele, ja foi isolada do intestino e de
mucosas oral e esofagica de individuos infectados. Pode ocasionar fungemia, infeccbes em
feridas cirargicas e ndo cirdrgicas, do trato urinario, meningite, miocardite, abcessos cutaneos
e infeccOes Osseas (Bandara e Samaranayake, 2022). Os surtos causados por C. auris estdo
associados a elevadas taxas de mortalidade, especialmente em individuos imunocomprometidos
(Borman et al., 2016; Chaabane et al., 2019). Foram relatados surtos em diversos paises, como
Kuwait, México, Oma, Russia, Arabia Saudita, Espanha e Estados Unidos, atingindo uma
mortalidade de cerca de 70% (Moraes, 2022). S&o comummente reportadas taxas de
mortalidade de 30 a 40% associadas a infecdo da corrente sanguinea por Candida, mesmo em
pacientes que receberam tratamento antifingico, enquanto a taxa geral de mortalidade intra-
hospitalar da candidemia por C. auris varia de 30% a 60%, e as infec¢Oes ocorrem tipicamente
varias semanas apés a admissdo (CDC, 2019).

Sistemas disponiveis comercialmente e métodos tradicionais fenotipicos
frequentemente identificam C. auris erroneamente como outras espécies, entre elas C.
haemulonni, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevisae e menos frequentemente C.
famata, C. guillermondii, C. parapsilosis, C. dobushaemulonni, C. lusitanie e C. albicans
(Garcia-Bustos et al., 2021). A identificacdo desta levedura deve ser amparada por técnicas que
permitam caracterizar com acuracia C. auris, como MALDI-TOF (Matrix Associated Laser
Desorption-lonization) e/ou sequenciamento da regido D1-D2 do DNA ribossomico (rDNA)
ou da regido interna espacadora transcrita (ITS) do rDNA (Schelenz et al., 2016). Devido essas
dificuldades para identificacdo e a subnotificacdo, sua real prevaléncia e epidemiologia ainda
néo sdo totalmente compreendidas (Cortegiani et al., 2018).

Kathuria et al. (2015) analisaram 102 isolados clinicos em Delhi, na india, previamente

identificados como C. haemulonii no periodo entre 2010 e 2014. Dentre os isolados, 90 foram
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confirmados como C. auris pelo sequenciamento da regido ITS. Os achados foram confirmados
por MALDI-TOF. Lee et al. (2011) analisaram seis isolados de casos de fungemia, dos quais
dois foram obtidos em 1996 e quatro em 2009 em hospitais universitarios da Coréia do Sul,
identificados como C. haemulonni e R. glutinis pelos sistemas VITEK 2 YST e API 20C,
respectivamente. Apds o sequenciamento das regides ITS e D1/D2 todos os isolados foram
identificados como C. auris com 100% de similaridade no GenBank, indicando que a levedura
coloniza humanos hé pelo menos trés décadas.

Os principais fatores de risco predisponentes para a infecdo por C. auris sao similares a
outras espécies de Candida, pois sdo patégenos oportunistas. Assim incluem, a hospitalizagdo
prolongada, cirurgia abdominal, internamento em unidade de terapia intensiva, doenca de base
grave e imunossupressdo, como malignidade hematoldgica, tumores solidos, transplante de
medula dssea e HIV, doenga renal cronica, presenca de cateteres venosos centrais e/ou urinarios
centrais, cirurgia recente, terapia com corticosteroides, nutricdo parentérica, neutropenia,
exposicdo prévia a antibioticos de amplo espectro e terapia antifungica nos Gltimos 90 dias de
internacdo (Sardi et al., 2018).

Candida auris possui uma elevada capacidade de colonizar e persistir em superficies.
Welsh et al., (2017) demonstraram que C. auris permanece viavel em superficies plasticas por
até duas semanas. Esse fator possivelmente esta relacionado a tolerancia ao estresse ambiental
e a formacdo de biofilmes. A permanéncia em ambientes hospitalares é potencializada pela
resisténcia aos desinfetantes utilizados nestes locais. (Chaabane et al., 2019). Kean et al. (2018)
analisaram a eficacia de NaOCI (hipoclorito de sddio) e acido paracético em aco inoxidavel,
polimeros e superficies de celulose. Ambos os desinfetantes se mostraram eficazes para
eliminar células de C. auris em todas as superficies analisadas. Entretanto, algumas células
viaveis permaneceram apo6s a aplicacdo de hipoclorito de sodio em superficies ndo porosas.
Mesmo com uma exposi¢do prolongada ao desinfetante a uma maior concentracao, ocorreu um
crescimento residual quando as células foram inoculadas em um meio de culturarico.

Além da resisténcia aos compostos desinfetantes, isolados de C. auris se mostram pouco
sensiveis aos antiflngicos utilizados na clinica. Cerca de 90% dos isolados de C. auris sdo
resistentes ao fluconazol, embora as taxas de resisténcia variem consideravelmente entre os
diferentes clados. A taxa de resisténcia a anfotericina B pode chegar até 30% (Lockhart, 2019).

1.2 BRASIL E Candida auris
Em dezembro de 2020 foi notificado a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria) o primeiro caso positivo de C. auris no Brasil, isolado de ponta de cateter de paciente
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internado em uma UTI de um hospital em Salvador/BA. O paciente, de 59 anos e do sexo
masculino, sempre morou na regido e ndo tinha historico de viagens internacionais recentes.
Este foi o primeiro caso de um surto com 15 casos, que culminou em dois dbitos (Anvisa, 2020).
Uma segunda paciente, do sexo feminino, de 74 anos, também sempre morou na regido de
Salvador e ndo tinha historico de viagens internacionais recentes. Houve a confirmacao dos
isolados de C. auris por meio de espectrometria de massa e analise de dados de sequenciamento
da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) de rDNA. Ambos os isolados apresentaram 66%
de similaridade com os isolados do clado Sul asiatico. Os isolados apresentaram concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) de 1 pg/mL, 2 pg/mL, 0,03 pg/mL e 0,06 pg/mL para anfotericina
B, fluconazol, voriconazol e anidulafungina, respectivamente. Esses dados sdo diferentes dos
encontrados na maioria dos isolados Sul asiaticos. As mutacGes relacionadas a resisténcia aos
azolicos e equinocandinas estavam ausentes nos genes ERG11 e FKS1. Os isolados ainda ndo
foram suficientemente estressados para se tornarem resistentes e foram introduzidos
recentemente no hospital de Salvador. O historico de restricdo de viagens devido a pandemia
de COVID-19 leva a hipdtese de que a espécie foi introduzida varios meses antes do
reconhecimento e/ou emergiu localmente (De Almeida et al., 2021a).

Em outro estudo conduzido por De Almeida et al. (2021b), observou-se que a maioria
dos pacientes colonizados por C. auris no hospital em Salvador teve culturas de esfregaco de
axilas positivas. Também foi verificada uma elevada taxa de positividade de cultura em
termémetros digitais. O monitoramento de temperatura com sondas reutilizaveis e termémetros
digitais desinfectados de maneira inadequada pode ter contribuido para o surto que ocorreu no
hospital apds o relato do primeiro caso no Brasil, semelhantemente a um surto que ocorreu no
Reino Unido em 2018 (Eyre et al., 2018).

Unidades de Terapia Intensiva sobrecarregadas com pacientes ventilados
mecanicamente e com outros procedimentos invasivos, elevada pressao seletiva antibacteriana
e antifangica e reutilizacdo de equipamentos de protecdo individual devido a escassez podem
levar a disseminagéo de C. auris no contexto da pandemia de COVID-19, como ocorrido nos
Estados Unidos, India, México, Italia e Libano (De Almeida et al., 2021b; Eyre et al., 2018) O
historico de restricdo de viagens devido a pandemia de COVID-19 levou a hipotese de que a
espécie foi introduzida varios meses antes do reconhecimento e/ou emergiu localmente (De
Almeida et al., 2021b).

Em dezembro de 2021, a Anvisa recebeu a notificacdo de outro surto de C. auris, que
ocorreu em um Hospital da Rede Publica de Salvador/BA. Candida auris foi isolada e
identificada em uma amostra de urina em paciente de 88 anos, caracterizando o segundo surto
(ANVISA, 2021).
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Em janeiro de 2022, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) recebeu a
notificacdo e confirmacdo de dois casos de C. auris em um hospital em Pernambuco,
caracterizando o terceiro surto do fungo no pais (ANVISA, 2022).

Em maio de 2023, foram notificados novos surtos em trés hospitais de Pernambuco. Em
junho do mesmo ano, foi notificado o primeiro caso no estado de S&o Paulo, em um recém-
nascido. A identificacdo ocorreu através de uma amostra de swab retal de vigilancia, e
posteriormente, em hemocultura e urocultura por meio de anélises em MALDI-TOF. Com a

identificacdo deste isolado, 77 casos de C. auris sao totalizados no Brasil (ANVISA, 2023).

1.3 BIOFILME
Os fatores de viruléncia de um microrganismo séo atributos que contribuem para a sua

patogenicidade, causando doenca no hospedeiro. Frequentemente, esses fatores contribuem
para a sobrevivéncia do organismo em ambientes indspitos, permitindo sua multiplicacdo e
sobrevivéncia. Dentre os fatores de viruléncia comuns em espécies de Candida, destacam-se a
capacidade de alterar seu fendtipo e morfologia, formacédo de hifas e pseudo-hifas, evasdo do
sistema imune, capacidade de evaséo e a formacao de biofilmes (Watkins et al., 2022).

Os biofilmes produzidos por espécies do género Candida sdo de relevancia clinica e
estdo associados a resisténcia adaptativa aos antifungicos e a elevadas taxas de mortalidade e
morbidade. Candida auris sobrevive e persiste em superficies, incluindo aco e plastico, por até
quatro semanas e formam biofilmes altamente resistentes, cuja formacéo € associada a falha de
tratamento e a recorréncia de infeccbes crbnicas (Rajendran et al., 2012). Os biofilmes
produzidos por C. auris sdo constituidos predominantemente por leveduras em brotamento e
pseudo-hifas, diferentemente dos biofilmes produzidos por C. albicans, que sdo
predominantemente constituidos por hifas (Sherry et al., 2017).

Os pacientes acometidos por infeccdes invasivas causadas por C. auris séo
frequentemente submetidos a procedimentos médicos, como implantagdo de cateteres venosos
e urinarios e tubos para alimentacdo parenteral. Esses dispositivos parecem desempenhar um
importante papel na patogénese da candidemia causada por esta espécie. As infeccbes de
corrente sanguinea possivelmente estdo associadas com a formacdo de biofilmes nas
extremidades de cateteres, ocasionando sua disseminacgéo através dos vasos sanguineos (Sayeed
etal., 2020).

H& quatro estagios na formacdo de biofilmes por C. auris. Na adesdo, as células
planctonicas em forma de levedura aderem a superficies bidticas, como pele e mucosas, ou
abidticas, incluindo cateteres e proteses. Na iniciacdo, as celulas comecam a proliferar e a
formar pseudo-hifas. Na fase de maturacdo, a multiplicacdo continua e ocorre a formacao de
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uma matriz extracelular que envolve as células do biofilme. Na fase de disperséo, algumas
células se desprendem do biofilme e aderem em novas superficies, formando novos biofilmes,
ou caem na corrente sanguinea (Bapat e Nobile, 2021).

Durante a formacdo de biofilmes, a levedura secreta polissacarideos de manana e
glucana para formar uma barreira isolando-o do ambiente externo. As células ancoram-se a uma
superficie por meio de adesina. Quando o biofilme se ancora, as camadas passam a se espessar
e formam uma barreira, a qual o sistema imune do hospedeiro e os antifingicos ndo conseguem
acessar. Além disso, as bombas de efluxo sdo superativadas em biofilmes, auxiliando na
expulsdo de agentes antifuingicos. E comum que biofilmes estabelecidos ha mais tempo sejam
pan-resistentes, ou seja, apresentem resisténcia a todas as trés classes de antifingicos
disponiveis. Essas estruturas de resisténcia também sdo responsaveis pela disseminacéo
nosocomial, incluindo a dispersdo por meio dos profissionais de salde (Kean e Ramage, 2019;
Watkins et al., 2022).

Por meio de analises transcriptbmicas, verificou-se que C. auris regula positivamente
as adesinas CSAl, IFF4, PGA24 e PGA 26 ao formar e manter biofilmes. Com o
amadurecimento do biofilme, as proteinas transportadoras CDR1, SNQ2 e YHD3 sdo ativadas.
E provavel que as proteinas ALS1 e ALS5 contribuam para a adesdo durante a formacéo de
biofilme, entretanto, nessa espécie, a quantidade de proteinas do grupo ALS é menor do que
em C. albicans, fator que pode estar relacionado ao fato de biofilmes formados por C. albicans
serem mais robustos (Watkins et al., 2022).

Além dos mecanismos de resisténcia aos antifingicos, os biofilmes de C. auris também
apresentam menor susceptibilidade aos desinfetantes utilizados em ambientes hospitalares.
Diversos produtos que normalmente alteram a viabilidade celular, causam danos ao material
genético, alteracBes metabdlicas e danos a parede celular, ndo sdo capazes de alterar a
viabilidade de C. auris, ndo impedem a proliferacdo e ndo previnem a regeneracédo de biofilme,
representando um sério risco a desinfeccdo adequada desses ambientes. A espécie também
apresenta menor susceptibilidade aos desinfetantes a base de quaternarios de amonio, que sdo
comumente utilizados em ambientes de assisténcia a satde (Cadnum et al., 2017; Ledwoch e
Maillard, 2019).

1.4 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS
A incidéncia de doengas causadas por fungos aumentou consideravelmente nos ultimos

anos. Estima-se que ocorram cerca de 300 milhdes de infec¢des fungicas potencialmente fatais

anualmente, resultando em 1,7 milhGes de mortes. As terapias atuais apresentam limitacdes,
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como toxicidade, baixa biodisponibilidade e aumento de resisténcia. (Beardsley et al., 2018;
Gow et al., 2022).

A pressdo exercida pelo uso de antifingicos seleciona microrganismos intrinsecamente
resistentes ou esses microrganismos podem adquirir resisténcia durante terapias prolongadas
(Gow et al., 2022). O uso de antiflngicos agricolas também esta relacionado com o aumento da
resisténcia, sendo que os azolicos utilizados na agricultura compartilham o mesmo alvo de agédo
dos farmacos utilizados clinicamente (Barber et al., 2020). Shelton et al. (2022) avaliaram a
resisténcia ao tebuconazol, um dos compostos fungicidas mais utilizados no Reino Unido.
Cerca de 15% dos isolados avaliados eram resistentes ao antifungico, o que confere resisténcia
cruzada com os farmacos utilizados para tratar doengas em humanos e animais. Yadav et al.
(2022) avaliaram a presenga de leveduras em macas armazenadas e que foram tratadas com
fungicidas agricolas. Mais de 70% das leveduras isoladas nas superficies das frutas pertencem
ao género Candida e cerca de 11% foram identificadas como C. auris. Com excegdo de um
isolado, todos apresentaram resisténcia ao fluconazol. Esses isolados também apresentaram
baixa susceptibilidade aos fungicidas triazolicos agricolas. Foi observada resisténcia cruzada
entre os fungicidas agricolas e os antifingicos utilizados para tratar infecgdes em humanos e
animais.

Atualmente séo utilizadas cinco classes de farmacos para tratar as infeccbes causadas
por fungos. A classe dos polienos, que inclui a anfotericina B, que interage com o ergosterol
presente na membrana plasmatica destes organismos, formando poros e resultando na liberagédo
de glicose e dos ions K*, Mg?*, Ca* e CI". Apresenta acdo fungicida contra espécies de Candida,
Aspergillus flavus e A. fumigatus. Os azélicos inibem a acdo da 14- a-demetilase, impedindo
a conversdo de lanosterol em precussores do ergosterol, apresentando geralmente efeito
fungistatico contra leveduras. As equinocandinas impedem a sintese de 1,3-B-D-glucana, um
importante componente da parede celular. Essa classe de antifingico apresenta acdo fungicida
para espécies de Candida. A 5-flucitosina, um analogo sintético da citosina, interfere na sintese
de DNA. A griseofulvina interage com os microtubulos, impedindo a divisdo celular. E utilizada
para tratar infecg@es causadas por dermatofitos (Aris et al., 2017; Houst et al., 2020).

Uma das grandes preocupacOes relacionadas a C. auris é sua multirresisténcia as
principais classes de antimicrobianos usados no tratamento de infec¢@es fungicas. Em geral, C.
auris é resistente ao fluconazol, equinocandinas (anidulafungina, caspofungina, micafungina)
e a anfotericina B (Forsberg et al., 2019).

Os mecanismos moleculares associados a evasdo dos antifingicos por isolados de C.
auris sdo semelhantes aos relatados para outras especies. A resisténcia aos azoélicos esta

associada a superexpressao de bombas de efluxo e alteracbes na sintese de ergosterol, atraves
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de mutagdes em ERG11, Y132F e K143R. A resisténcia as equinocandinas € atribuida as
mutacdes no gene FKS1. Os polimorfismos de nucleotideo Unico em genes relacionados a
sintese de ergosterol sdo relacionados a resisténcia aos polienos. A substituicdo do aminoacido
fenilalanina por isoleucina (F2111) no gene FUR1, importante para a metabolizacdo da 5-
flucitosina € responsavel pela resisténcia em analogos de nucleosideos (Bandara e
Samaranayake, 2022; Rhodes et al., 2018).

Devido ao perfil multirresistente de isolados de C. auris, devem ser realizados testes de
suscetibilidade antes de iniciar a terapéutica, sendo a microdilui¢do preconizada pelo “Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)” e “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)” a metodologia mais utilizada e recomendada como padrao
ouro. Porém, ainda ndo estdo estabelececidos valores de referéncia definitivos (“breakpoints™)
para a categorizacao de resisténcias em C. auris.

Com base na evidéncia clinica, enquanto os resultados dos testes de sensibilidade estdo
pendentes, a primeira linha de tratamento sdo as equinocandinas, ndo estando recomendada a
terapia antifungica combinada numa fase inicial da infeccdo (TSAY et al., 2018). Quando néo
ha sucesso no uso deste antifingico, a anfotericina B € utilizada.

1.5 PRODUTOS NATURAIS

A incidéncia crescente de infec¢bes flngicas invasivas graves provocadas por fungos
oportunistas tem sido alvo de constante preocupacéo, acarretando a busca por tratamentos cada
vez mais eficazes e drogas cada vez mais seguras (Bentubo e Gompertz, 2014). Porém, aumento
da variedade de patdgenos associados com infecgbes fungicas ndo tem encontrado
correspondéncia com o0 numero de agentes antifungicos disponiveis para tratamento. O
desenvolvimento de terapias antifungicas diminuiu, infelizmente, pois a industria farmacéutica
tem dado menor atencdo a essas patologias.

As limitacGes na eficécia e na tolerancia destes agentes em uso, falha na resposta clinica,
grande toxicidade, crescente tolerancia por microrganismos e as poucas op¢oes terapéuticas
atuais no mercado, tem estimulado a pesquisa de novas substancias com potencial antifangico,
tais como os produtos de origem natural (Fuentefria et al., 2017; Padovan et al., 2019).

Os produtos naturais tém sido amplamente estudados nos altimos anos devido ao seu
potencial farmacologico. As plantas medicinais, produtos vegetais e derivados de 0leos
essenciais sdo utilizados como componentes de medicamentos tradicionais devido ao seu
potencial farmacolégico. Em geral, os componentes com atividade bioldgica nesses compostos
sdo fenilpropandides, alcaldides, terpendides e quinonas. Cerca de 65% dos compostos
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organicos aprovados para uso humano nos ultimos quarenta anos correspondem a produtos
naturais ou derivados. (Arif et al., 2009; Moraes, 2022).

Oleos essenciais sdo compostos volateis extraidos de raizes, tronco, casca, caules,
folhas, flores e frutos de plantas. Sdo amplamente utilizados em produtos farmacéuticos,
cosméticos, alimentos e produtos quimicos. (Ju et al., 2020; Qian et al., 2020). Gupta et al.,
(2018) verificaram que os 0leos essenciais de cravo e canela, cujos principais compostos ativos
sdo eugenol e cinamaldeido, respectivamente, sdo capazes de eliminar até 80% do biofilme
produzido por C. glabrata, além de inibir o crescimento de células planctdonicas em
concentragcdes que variam de 64 a 128 pg/mL, bem como aumentar a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, lise celular e diminuicdo da quantidade de ergosterol. Essas observacdes

sugerem gue esses compostos podem reduzir a integridade da membrana celular.

1.5.1 Eugenol

O eugenol (2-metoxi-4-(2-propenil) fenol) é um composto, presente em Gleos essenciais
de plantas das familias Lamiaceae, Laureaceae, Myrtaceae e Myristicaceae e o principal
composto do Oleo essencial de cravo-da-india (Eugenia caryophullata). E extraido
principalmente de Ocimun tenuiflo, Cassia fistula, Zieria smithii e Pimenta racemosa.
Quimicamente o eugenol é classificado como um terpendide, da classe dos monoterpenos,
apresentando atividade antioxidante, analgésica, antimutagénica, antiplaquetaria, antialérgica e
anti-inflamatéria. Demonstra acdo antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, parasitas, incluindo Giardia lamblia e contra fungos (Ju et al., 2020; Marchese et a.,
2017; Qian et al., 2020).

Em um estudo conduzido por Jianhua e Hai (2009) foi avaliada a sensibilidade de C.
albicans ao eugenol por meio da citometria de fluxo. O crescimento celular, bem como o indice
de proliferacdo, foi inibido proporcionalmente a elevacdo da concentracdo do produto. O
produto comprometeu a integridade da membrana, indicando que a morfologia celular sofreu
alterac@es, reduzindo seu tamanho. Por anélise de fluorescéncia, também foi possivel observar
uma perda de segmento de DNA.

Sharifzadeh e Shokri (2020) avaliaram a a¢&o do eugenol em isolados de C. krusei e C.
tropicalis. Para a primeira espécie, a concentracdo inibitéria minima variou entre 200 e 400
pug/mL. Ja para C. tropicalis, os valores variaram entre 400 - 800 pg/mL. A combinacdo com
voriconazol diminuiu a CIM desse antiflngico de 7,77 pg/mL para 0,41 pg/mL em C. krusei.
Mais de 80% dos isolados de C. tropicalis e 70% dos isolados de C. krusei analisados foram
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susceptiveis a combinacdo entre eugenol e voriconazol, demonstrando uma agédo sinérgica entre
esses produtos, e ndo houve acao antagonista para nenhum dos isolados.

Lone et al., (2020) demonstraram que a tosilagdo do eugenol no grupo hidroxila resulta
em moléculas com maior atividade antifungica. As concentrages inibitrias minimas variaram
entre 0,125 - 512 pg/mL. Também foi observado um aumento na quantidade de células
apoptoticas e despolarizacdo da membrana mitocondrial de acordo com a dose empregada do
composto, indicando a ativacdo de vias necrdticas. Biernasiuk et al., (2023) obtiveram CIMs
variando entre 0,25 e 4 mg/mL de eugenol para C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC
2091, C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC 90030 e C. krusei ATCC 14243 e trinta
isolados clinicos de Candida spp.. ndo albicans obtidos de pacientes hospitalizados com
doencas hematoldgicas. Também foi demonstrada uma agdo do eugenol em combinagdo com o
cloreto de cetilpiridinio, clorexidina e triclosan, ambos compostos antissépticos.

He et al., (2007) demonstraram que o eugenol apresenta acdo inibitéria na formacao de
biofilmes por C. albicans dose-dependente e impede a formacéo de hifas. Com uma exposi¢édo
de 48 horas em uma concentracdo de 500 pg/mL o eugenol ndo eliminou completamente as
células do biofilme, mas reduziu a atividade metabdlica em cerca de 80%. Células expostas a
uma concentracdo de 200 pg/mL produziram biofilmes compostos principalmente por
leveduras e pouca filamentacao, enquanto em exposicdo a uma concentracao de 2000 pg/mL,
o0 biofilme formado apresentava apenas algumas leveduras.

1.5.2 Cinamaldeido
O cinamaldeido é um dos principais compostos encontrados no 6leo essencial de canela.

Apresenta acdo antioxidante, anti-inflamatdria, imunomoduladora, antidiabética, regenerativa,
antibacteriana e antiviral. E capaz de inibir a atividade da cicloxigenase-2, induzida por IL-
1beta, justificando sua acdo anti-inflamatdria e estimula a producéo de fator de necrose tumoral
(TNF) induzida por IL-8, resultando em sua acdo anticancerigena. Apresenta atividade
antifungica contra Aspergillus flavus e A. niger (Shreaz et al., 2016).

Em um estudo conduzido por Thirapanmethee et al. (2021), cinamaldeido apresentou
uma potente atividade antimicrobiana contra isolados de Acinetobacter baumanii
multirresistentes. Todos os 25 isolados apresentaram CIMs variando entre 0,01 - 0,04% (v/v).
Também apresentou efeito sinérgico com colistina e imipenem em ensaios de fracdo inibitoria
minima. O tratamento com cinamaldeido por 8 horas alterou a morfolofia de A. baumanii de
cocos para celulas alongadas e a divisao celular foi interrompida.

Bang et al., (2000) verificaram que o trans-cinamaldeido inibe a atividade da -1,3-

glucana sintase e da quitina sintase em Saccharomyces cerevisae com concentragdes inibitorias
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de 0,84 e 1,44 mM, respectivamente. Saracino et al., (2022) verificaram a a¢do do cinamaldeido
em 18 isolados de Candida spp., sendo 15 de C. albicans, dois de C. glabrata e um de C.
lusitaneae. O composto levou a perda de células viaveis em até 4 horas, com CIM variando
entre 20,48 e 163,80 pug/mL. Em combinagdo com o eugenol, cinamaldeido apresenta efeito
aditivo por meio do método de chekerboard.

Shreaz et al., (2011) analisaram a acéo do cinamaldeido em 18 isolados de Candida spp.
incluindo C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermodii. Foram realizados ensaios de
microdiluicdo, difusdo de discos e curvas de crescimento. Todos os isolados foram sensiveis ao
cinamaldeido, com CIMs variando entre 100 e 400 pg/mL. Todos os isolados apresentaram
halos de inibig&o significativos com o tratamento com o composto majoritario e as curvas de
crescimento mostraram uma atividade fungicida dependente da concentracédo de cinamaldeido.
Miranda-Cadena et al. (2021a) demonstraram que biofilmes de Candida spp. tratados com
cinamaldeido apresentaram hifas deformadas e reducdo do nimero de células em comparacao
ao biofilme ndo tratado. O produto também foi capaz de reduzir a atividade metabdlica na fase
de adesdo dos biofilmes, conforme verificado por meio da leitura das microplacas apos a adi¢éo
de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2H- tetrazolio-5- carboxanilida (XTT).

Alves et al., (2020) demonstraram alteracdes na micromorfologia de espécies de
Candida, onde foi possivel observar a formagdo de hifas e clamidoconidios na auséncia de
tratamento. Entretanto, ao utilizar 37,83 uM de cinamaldeido, ocorreram mudancas na forma
filamentosa, prejudicando o desenvolvimento celular, com rara formacdo de pseudo-hifas e
auséncia de clamidoconidios. O composto também foi capaz de reduzir a formacao de biofilme
de 64,52 para 33,75% com concentrac6es variando entre 151,3 e 378,3 uUM.

1.5.3 Citotoxicidade
Dentre as principais vantagens dos produtos fitoquimicos destacam-se a sua

disponibilidade, diversidade de produtos quimicos e baixos precos. Os produtos naturais tém
sido amplamente estudados para o tratamento de diversas doencas. Entretanto, uma elevada
quantidade desses produtos ndo é aprovada nas fases de testes pré-clinicos e clinicos devido a
toxicidade (Patra et al., 2018). Atsumi et al., (2005) avaliaram a citotoxicidade do eugenol e
isoeugenol por meio do método MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio) em células HSG (células de glandula submandibular humana), demonstrando
que o primeiro composto apresenta menor citotoxicidade do que o isoeugenol.

Teles et al., (2021) analisaram a atividade antimicrobiana e citotdxica do 6leo essencial
de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e do eugenol e verificaram que a concentracio
citotoxica para 50% das células quando tratadas com 6leo essencial foi maior que 1000 pg/mL
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em macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c, enquanto para o eugenol foi de 292,7
pug/mL. A atividade citotoxica do eugenol também foi avaliada em células cancerigenas e néo
cancerigenas por Ranjitkar et al., (2021). O composto ndo afetou a viabilidade celular de
fibroblastos e células HeLa até a concentracdo de 400 pg/mL. Nesse estudo também foi
analisada a citotoxicidade do carvacrol para ambas as células. Esse composto se mostrou mais
citotoxico em relacdo ao eugenol em concentragdes a partir de 100 pg/mL. Trans-cinamaldeido
nédo apresentou citotoxicidade para ambos os tipos celulares em concentragdes menores que 200
pg/mL.

Lopes et al., (2018) verificaram que o eugenol ndo é tdxico para neutréfilos humanos
através do teste de MTT nas concentragfes de 5, 10, 50 e 100 pg/mL. Os dados foram
confirmados por meio da andlise por citometria de fluxo, onde foi analisada a integridade de
membrana celular utilizando o corante iodeto de propidio, que penetra apenas em células com
alterag0es na membrana, emitindo fluorescéncia vermelha quando excitado a 488 nm. Para esse
ensaio, foram utilizadas concentracdes de 10, 25 e 50 pug/mL, cujos resultados confirmam que
ndo houve ruptura celular. A possivel atividade citotdxica da nanoemulsdo de eugenol também
foi avaliada através do método de MTT em macréfagos murinos, em concentraces até 200
Hg/mL e ndo houve reducéo da viabilidade celular (Islamuddin et al., 2016).

Cheng et al., (2022) avaliaram a citotoxicidade da combinacgdo de cinamaldeido com
nanoparticulas de prata e quitosana, observando-se uma viabilidade celular de pelo menos 90%.
De acordo com a norma 1SO-10993-5, uma amostra ndo é considerada toxica quando a
viabilidade celular é de pelo menos 70%. A citotoxicidade de 6leo essencial de canela e emulséo
foi avaliada por Ganic et al., (2022) em células MRC-5. A viabilidade celular variou entre 7 e
90% para 0 Oleo essencial e entre 6 e 77% para a emulsdo, de acordo com a concentracdo
empregada.

O cinamaldeido é amplamente utilizado em cosméticos e como saborizante na industria
alimenticia. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) permite que até 0,7 mg/kg sejam
ingeridas diariamente. A toxicidade aguda apresenta valores de dose letal para 50% da
populacédo entre 0,6 e mais de 2 g/kg para varias espécies (Shreaz et a., 2016).

Cesur et al., (2023) produziram adesivos de nanofibras contendo cinamaldeido e
gentamicina para evitar o desenvolvimento de ceratite microbiana. Essas estruturas foram
incubadas com fibroblastos embrionéarios de camundongo e nao houve reducao da viabilidade
celular. Panjaitan et al., (2022) avaliaram a eficacia antibiofilme do extrato etandlico da canela
e a citotoxicidade também em fibroblastos. A viabilidade celular se manteve em torno de 90%
para a maior parte das concentracfes de extrato avaliadas. Feng etal., (2023) verificaram a acéo
e seguranca de uma nanoemulsdo de cinamaldeido. A toxicidade foi avaliara em zebra-fish e
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celulas epiteliais humanas BEAS-2B. A viabilidade celular foi de mais de 95% apds o
tratamento. Os resultados em zebra-fish também atestaram a seguranga da nanoemulsao.

Cinamaldeido ndo apresenta citotoxicidade para eritrécitos humanos em concentracfes
entre 62,5 e 4000 uM. Entretando, uma baixa toxicidade foi observada para células HaCat
(queratindcitos humanos imortalizados), resultando em uma viabilidade celular de cerca de
73% apds 48 horas de exposicdo (Brustolin et al., 2022). Sharma et al., (2017) verificaram que
a exposicao a combinacdo de timol e cinamaldeido em células Vero, através de ensaio de MTT,
resulta em uma viabilidade celular de cerca de 78%.

1.6 PROTEOMICA
Ensaios protebmicos tém sido utilizados para determinar possiveis mecanismos de acéo

de produtos naturais com potencial atividade antifingica. Piatek et al., (2022) utilizaram esses
ensaios para verificar a acdo de um composto de prata em C. parapsilosis. Foi observado um
aumento de proteinas relacionadas as bombas de efluxo, como resposta ao estresse celular e
diminuicdo de proteinas ribossémicas e outras proteinas relacionadas a transcricéo, traducdo e
alongamento de proteinas, além da diminuicao da formacéo de biofilme na etapa de adesé&o.

Muthamil et al., (2020) verificaram os mecanismos de ac¢éo do &cido oleico derivado de
Murraya koenigii em C. albicans por meio de analises protedmicas. Seus alvos de acdo séo as
proteinas envolvidas no metabolismo da glicose, biossintese de ergosterol e aminoacidos,
producéo de lipase e homeostase de ferro. Ao formar as redes de interacdo entre proteinas, foi
possivel observar que a maioria das proteinas reguladas de maneira diferencial em relacdo ao
controle sem tratamento estdo relacionadas a funcdes moleculares, correspondendo a cerca de
35% das interages, seguido de proteinas relacionadas a processos bioldgicos, correspondendo
a 33% das interagBes. Por fim, cerca de 31% das interacfes correspondem a proteinas
relacionadas a sintese de componentes celulares.

Neto et al., (2018) verificaram 0s possiveis mecanismos de a¢do de naftofuranquinonas
em C. tropicalis. Foi observado um aumento na expressao de proteinas envolvidas na resposta
ao estresse metabolico, metabolismo energético, glicolise e processos de montagem de
proteinas e traducdo. O composto também ocasionou danos ao DNA.

A agdo de B- citronelol em C. albicans também foi avaliada por meio de analises
protedmicas. As proteinas alteradas em relacdo ao controle relacionavam-se a atividade
catalitica, regulacdo de fungdes moleculares, estrutura e regulacdo da traducdo. Nas interaces
entre proteinas foi possivel observar a supressdo de proteinas relacionadas a sintese de
componentes da parede celular, como rtbil, Als2p e 1,3,-beta-glucanosiiltransferase PGAA4.
Proteinas relacionadas a resposta ao estresse oxidativo foram reguladas negativamente, como

28



6 CONCLUSOES

Neste estudo, as linhagens foram sensiveis a anfotericina B e a caspofungina.
Entretanto, a inibicdo do crescimento ndo foi total para a caspofungina, observando-se um
crescimento residual em concentragdes intermediarias, denominado ‘“efeito eagle” ou
“fendmeno paradoxal”. Eugenol e cinamaldeido apresentaram agdo fungicida para todos os
isolados e acdo sinérgica entre si e com o itraconazol, reduzindo consideravelmente a
guantidade de colonias. Esses resultados estdo de acordo com dados encontrados na literatura
a respeito da acdo de ambos os compostos em espécies de Candida. Ambos os produtos
causaram uma reducdo na producdo de biomassa de biofilmes produzidos por C. auris.
Entretanto, a atividade metabdlica de biofilme da maioria dos isolados foi aumentada quando
tratados com eugenol e cinamaldeido. O eugenol ndo apresentou citotoxicidadeto de C. auris
para células. Cinamaldeido apresentou citotoxicidade nas concentracdes em que ocorre inibicéo
da levedura. Os achados estéo de acordo com dados de outros estudos, confirmando a seguranca
de eugenol e reducdo de viabilidade celular em diferentes tipos celulares quando expostas ao
cinamaldeido. Os achados sugerem que, eugenol e cinamaldeido, possivelmente atuam inibindo
a sintese de ergosterol, assim como os azolicos.
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